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S. cerevisiae UE-ME3 e BY4741, em choque térmico 28/40 ºC responderam à 
exposição a NP-TiO2 (1 µg/mL) com um decréscimo significativo do conteúdo 
proteico do sobrenadante pós-12000 g, em tióis não-proteicos, actividades 
enzimáticas ALP, G6PD, GPx e CAT A, bem como, um aumento significativo da 
actividade LOX. Os níveis exíguos de MDA e ROS detectados nestas condições 
podem ser explicados, para a estirpe UE-ME3 pelo aumento da actividade CAT T, 
enquanto que para estirpe BY4741 pela elevada capacidade antioxidante (DPPH), 
eventualmente dependente do teor em compostos fenólicos. Os resultados sugerem 
indução de morte celular pelo choque térmico 28/40 ºC conjugado com a exposição 
a NP-TiO2 (1µg/mL) nas estirpes estudadas, mais evidente na UE-ME3 com óptimo 
de crescimento a 28 ºC e mínimo a 40 ºC. Esta resposta mostrou-se distinta da 
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S. cerevisiae UE-ME3 and BY4741, replied to 28/40 ºC heat-shock and NP-TiO2 (1 
g/mL) exposition with a significant decrease of supernatant post-12,000 g protein 
and non-protein thiols contents, ALP, G6PD, GPx and CAT A activities, as well as a 
significant increase in LOX activity. The tight MDA and ROS levels detected in these 
conditions can be explained for UE-ME3 strain by the increase of CAT T activity, 
while for BY4741 strain by the upper antioxidant power (DPPH), possibly dependent 
of phenolic content. These results suggest an induction of cell death by 28/40 °C 
heat shock combined with exposure to NP-TiO2 (1μg/mL) in both strains, most 
evident in the UE-ME3 with an optimal growth at 28 °C and a minimum at 40 °C. This 
response was shown distinct from that observed in the study of the influence of 
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1. Fundamento teórico 
1.1. Influência da temperatura nas reacções enzimáticas 
A velocidade de qualquer reacção química em meio homogéneo depende da frequência 
de colisões entre os reagentes, factor que é influenciado pela concentração dos mesmos e pela 
energia cinética que lhe está associada, pelo que, para uma reacção entre o enzima E e o 
substrato S, a frequência de colisões é igual ao produto de uma constante por [E][S]. A 
frequência de colisões não é igual à velocidade da reacção, pois apenas uma pequena 
proporção ocorre com energia suficiente, a energia de activação, Ea, para a promover. A lei de 
Maxwell-Boltzman indica que a fracção de moléculas de um dado sistema que atinja esse 
mínimo de energia a uma dada temperatura, T, é aproximadamente proporcional ao termo 
, onde R representa a constante dos gases perfeitos. Deste modo, a frequência de 
colisões eficazes é dada pela equação:  
 
Frequência de colisões eficazes = v = constante [E][S]   (1) 
 
a qual pode ser reescrita na forma: 
 
v = k[E][S]   (2) 
 
onde, o coeficiente de velocidade, k, é igual ao produto de uma constante de tempo por 
, ou mais especificamente 
 
k = pZ     (3) 
 
onde p representa a probabilidade de uma reacção ocorrer quando os reagentes colidem entre 
si e depende de vários factores que incluem a orientação das moléculas em colisão; onde Z 
representa a frequência de colisões, ou seja, o número total de colisões por unidade de tempo, 
por unidade de concentração, para uma reacção bimolécular;  representa a fracção 
total de moléculas reagentes com energia igual ou superior à de activação e k representa o 
coeficiente de velocidade, como por exemplo k1 para a reacção de formação do complexo 
enzima-substrato. O parâmetro Z é um factor de energia cinética que consequentemente varia 
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com a temperatura T. No entanto, pequenas alterações desta, exercem um efeito relativamente 
pequeno sobre Z (Cornish-Bowden, 2001; Low, 1973).  
A relação expressa na equação (3) foi descoberta empiricamente por Arrhenius em 
1889, antes da teoria das colisões dos gases ser divulgada, sendo usualmente representada 
pela equação  
 
k = A    (4) 
 
 Num sistema simples em equilibrio, Vmax/[E]t = kp um coeficiente de velocidade de 
ordem 1, pelo que uma representação gráfica do logaritmo neperiano de Vmax/[E]t em função 
do inverso da temperatura, permite calcular a energia de activação para o passo catalítico. Na 
prática, basta representar apenas o logaritmo neperiano de Vmax, uma vez que a velocidade 
máxima de uma determinada preparação é proporcional ao kp, tendo em mente que a 
representação do log Vmax em função do inverso da temperatura 1/T é linear. Como o Km 
varia com a temperatura, não se pode assumir que uma determinada concentração de substrato 
seja saturante a todas as temperaturas estudadas. Para muitas reacções enzimáticas o Vmax 
depende de vários coeficientes de velocidade em que cada um deles é afectado por alterações 
na temperatura, pelo que a Ea calculada a partir da representação de Arrhenius será sempre um 
valor aparente ou "médio". A própria representação de Arrhenius pode ser não linear, se os 
passos limitantes forem diferentes a temperaturas diferentes. Em alguns casos a representação 
gráfica pode apresentar um declive acentuado a determinada temperatura, denominada de 
transição, onde as alterações do Vmax dependem do passo limitante. A temperatura de 
transição pode ser correlacionada com a composição de resíduos acilo da membrana celular e 
presumivelmente os resultados de transição podem ser associados a alterações na fluidez da 
membrana. Uma queda brusca na representação de Arrhenius sugere desnaturação proteica 
(Talsky, 1971; Fox, 1972). Para explicar a necessidade de um mínimo de energia para a 
espontaneidade de uma reacção, Eyring (1935) propôs a teoria do estado de transição. Esta 
teoria estabelece que as moléculas reagentes devem ultrapassar uma barreira de energia e 
passar por um estado de transição denominado complexo activado antes de darem produtos de 
reacção. O complexo activado é considerado instável e transitório onde as ligações químicas e 
a sua orientação se encontram distorcidas. Quando os reagentes atingem o estado de transição 
estão preparados para dar produto da reacção a uma taxa independente da temperatura e da 
natureza dos reagentes, isto é, transitam para o outro lado da barreira de energia para atingir o 
novo estado fundamental. Se assumirmos a hipótese do equilíbrio entre moléculas reagentes 
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que atingem o topo da barreira de energia de activação as diferenças de energia podem ser 








, assim como pela Ea e k1, sendo o 
K
≠ 
uma constante de equilíbrio dinâmica mais próxima do Km em vez de Ks. Neste contexto o 
coeficiente de velocidade da reacção pode ser calculado de acordo com a equação: 
 
    (5)
 
 
Aplicando o ln a ambos os termos da equação podemos obter uma representação linear 
relativa à teoria do estado de transição  
 
    (6) 
 
Assim, quando se determina o coeficiente k a diferente temperatura, a representação 
gráfica de ln (k/T) em função do inverso de T permitirá calcular  a partir do coeficiente 
angular da curva. Deste modo, com a representação gráfica do ln (Vmax/T) em função do 
inverso de T pode calcular-se a variação da entalpia de formação do complexo de estado de 
transição para os passos que afectam Vmax (Quapp, 2010; Santos, 2010; Scherer, 2010; 
Packard, 2008; Walsh, 2008; Cornish-Bowden, 2001).  
Os organismos vivos, regulam as suas actividades e modelam as suas interacções com o 
ambiente para alcançarem a homeostase. Flutuações mínimas nas condições de crescimento 
nos limites de tolerância dos sistemas celulares são tamponadas pelos componentes existentes. 
No entanto, em eventos em que ocorram alterações ambientais maioritariamente citotóxicas, 
todos os tipos de células são capazes de distinguir a natureza desse factor de stress e activar 
programas de resposta apropriados para se adaptarem e sobreviverem. Esta resposta 
multifacetada inclui remodelação metabólica, paragem transitória do crescimento e alterações 
na transcrição. A S. cerevisiae tem sido considerada um sistema experimental para testar 
hipóteses acerca da resposta ao choque térmico, sobre a natureza do mecanismo sensorial ao 
stress térmico, ou simplesmente como é que as células reconhecem subidas graduais de 
temperatura (Postmus, 2008; Pinto, 1989). A via de sinal Msn 2p/4p regula a expressão de 
genes envolvidos no metabolismo, como o que codifica a hexocinase, reguladora da via 
glicolítica, a catalase citoplasmática, CAT T e a superóxido dismutase mitocondrial, SOD 2, 
participando activamente na remodelação metabólica e na resposta ao stress ambiental 
(Watanabe, 2010).  




1.2. Nanopartículas, ambiente e toxicidade 
A circulação e concentração pontual de novos materiais, como as nanopartículas de 
metais de transição, torna prioritária a sua caracterização fisico-química e os seus mecanismos 
de acção sobre os seres vivos, uma vez que algumas dessas substâncias podem ser nefastas 
para o Homem, ou exibir propriedades com aplicação farmacológica. 
A nanotecnologia liberta para o ambiente substâncias com dimensão entre 1 e 100 nm 
(Fig. 1.1) cujas propriedades fisico-químicas são pouco conhecidas, bem como a influência 
que exercem sobre a vida, constituindo um tema de investigação aliciante em toxicologia 




Figura 1.1- Definição de diferentes classes de partículas (adaptado de Nowack, 2010). 
Apesar de os seres vivos contactarem com as nanoparticulas há milhões de anos devido 
à sua deposição na crosta terrestre por fenómenos de vulcanismo, a sua produção e 
acumulação regular resultante da actividade humana é recente graças à sua aplicação em 
electrónica, biomedicina, fármacos, cosméticos e catálise, como ilustrado na Fig. 1.2, razão 
pela qual tem havido um aumento à escala mundial dos investimentos em pesquisa e 
desenvolvimento de trabalhos com nanopartículas (Nowack, 2007; Guan, 2006). 
O dióxido de titânio (TiO2) tem sido utilizado ao longo dos anos como uma substância 
inerte, e considerada como segura para a saúde pública pela Food and Drug Administration 
(FDA) dos Estados Unidos da América, permitindo a sua utilização como aditivo em 
fármacos e cosméticos de aplicação externa tais como protectores solares, bem como na 
produção de papel e plásticos (Douglas, 2000; Wang, 2007).  
Estudos realizados com nanoparticulas de dióxido de titânio (NP-TiO2) em mamíferos, 
sugerem que estas podem ser absorvidas por inalação, ingestão e penetração dérmica, 
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distribuindo-se por órgãos, como pulmões (Warheit, 2007; Wang, 2007), nódulos linfáticos 





Figura 1.2- Vias de circulação de nanopartículas antroposfera/ambiente, reacções no ambiente e 
exposição dos seres humanos (adaptado de Nowack, 2010) 
Segundo Donaldson (2000) e Oberdorster (2000), a dimensão das nanopartículas 
condiciona a sua toxicidade sendo muitas vezes mais importante do que a composição das 
mesmas, devido ao aumento da área superficial, à medida que a sua dimensão diminui (Fig. 
1.3) que no caso das nanopartículas metálicas produz alterações das suas propriedades 
magnéticas e termodinâmicas (Huang, 2010; Wang, 1998). 
O titânio é um elemento de transição que apresenta excelentes propriedades físicas, 
entre as quais se destaca o seu elevado ponto de fusão (1668 ºC) e de ebulição (3287 ºC), a 
baixa massa específica (4,54 g.cm
-3
) e o módulo de elasticidade acima de 12,7 x 10
4
 MPa 
(Lide, 2001; Kononen, 2001). Este metal combina-se muito facilmente com outros elementos 
principalmente gases, como o hidrogénio, o azoto e o oxigénio, os quais se dissolvem 
rapidamente no metal líquido ou sólido acima de aproximadamente 400 ºC provocando a 
perda de ductilidade ou a sua fragilização. 




Figura 1.3- Relação entre o diâmetro das nanopartículas e a respectiva área superficial (adaptado de 
Huang, 2010) 
O dióxido de titânio é um material polimórfico que pode ser encontrado na natureza em 
três fases: rutilo (tetragonal), anatásio (tetragonal) e bruquita (ortorrômbico). Geralmente a 
fase bruquita é instável e de baixo interesse industrial. A fase rutilo forma-se a temperatura 
elevada (> 1000 ºC), enquanto que a fase anatásio forma-se a temperaturas inferiores (cerca 
de 450 ºC) (Wang, 2007). 
Ferin e Oberdorster (1985) demonstraram que tanto a forma anatásio como a rutilo do 
TiO2 é tóxica, e que o seu tempo de retenção nos organismos vivos é muito longo (51-53 
dias). A forma anatase de TiO2 foi apontada como a mais tóxica de todas as fases que este 
composto pode apresentar, induzindo danos no DNA, peroxidação lipídica e formação de 
micronúcleos (Federici, 2007; Long, 2006)  
A nanotoxicologia, um campo emergente de investigação, estabelece que as 
nanopartículas possuem três propriedades peculiares que condicionam a sua acção: massa 
fixa, densidade unitária e bioreactividade em superfícies (Curtis, 2006; Oberdorster, 2005). 
Estudos recentes têm revelado que este tipo de materiais comporta-se como gerador de 
espécies reactivas de oxigénio, ROS, facto que justifica a importância da sua introdução em 
estudos de stress (Huang, 2010; Stone, 2006). 
 
1.3. Stress oxidativo e metais 
A utilização do O2 pelos primeiros seres autotróficos, provavelmente como aceitador de 
cadeias de transporte de electrões, levou ao desenvolvimento de sistemas antioxidantes para 
os proteger da toxicidade das ROS, geradas nas várias etapas do metabolismo aeróbio, 
sistemas que facilitaram a adaptação desses seres vivos ao dioxigénio (Sheu, 2006; Droge, 
2002). As células vivas em condições aeróbias encontram-se pois continuamente expostas a 
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oxidantes de origem endógena, como o radical anião superóxido, o peróxido de hidrogénio e 
lipoperóxidos, ROS que se formam no mitocôndrio e sistemas membranares, bem como 
metais e xenobióticos de origem exógena (Chen, 2000; Halliwell, 1999; Berlett, 1997).  
As espécies reactivas geradas pela cadeia respiratória, lipoxigenases, superóxido 
dismutases e NADH oxidases, são entidades quimicamente instáveis com capacidade para 
induzir stress oxidativo que se manifesta quando a quantidade de ROS formada supera a 
capacidade antioxidante da célula. Este pode manifestar-se pontualmente e contribuir para 
activação de vias de sinalização celular, ou tornar-se crónico provocando danos e morte 
celular por apoptose ou necrose (Halliwel, 2006; Mathews-Roth, 2000; Halliwell, 1999; 
Tyrrell, 1995; Taira, 1992). 
A oxidação de moléculas-alvo, como o DNA, proteínas e lípidos pode ocorrer por 
remoção de um átomo de hidrogénio ou de um electrão, ou ainda por adição de oxigénio. A 
oxidação do DNA e de proteínas pode inviabilizar a transcrição e a tradução, ou ainda formar 
aductos após a tradução que determinam o funcionamento inadequado de receptores ou de 
enzimas, levando ao bloqueio de funções celulares vitais (Kaplán, 2007). Por outro lado, a 
peroxidação lipídica compromete a integridade membranar, bem como a regulação de 
processos bioquímicos dependentes da compartimentação celular (Poulsen, 2005; Sohal, 
1996). 
O ambiente intra-celular, usualmente redutor é estabilizado nas leveduras por sistemas 
de oxidação-redução, como aquele em que participa o glutationo. A detecção de alterações no 
estado redox da célula constitui, em geral, um bom indicador de stress oxidativo (Zechmann, 
2008; Rodriguez, 2003). 
O glutationo (GSH) encontra-se presente em quantidade elevada na maior parte das 
células vivas, incluindo os seres procariontes, evitando a transição para um estado oxidante 
quando na célula ocorrem alterações endógenas do metabolismo, geradoras de ROS, ou é 
exposta a agentes de stress como os metais de transição (Babušíková, 2008; Penninckx, 
2002). O GSH, através do seu grupo sulfidrilo captura espécies reactivas de oxigénio 
convertendo-se em dissulfureto de glutationo (GSSG) de acordo com a reacção catalisada 
pelo enzima GPx (Abegg, 2010; Schafer, 2001; Anderson, 1998): 
 
integrada no ciclo de oxidação-redução do glutationo do qual também faz parte o enzima 
glutationo redutase, implicado na regeneração dos equivalentes redutores sob a forma de GSH 
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a partir do dissulfureto de glutationo GSSG. O funcionamento deste ciclo é assistido pelo 
enzima G6PD, regulador da via das pentoses fosfato que gera equivalentes redutores sob a 
forma de NADPH, utilizados pelo enzima glutationo redutase, GR (Fig. 1.4) (Gonzalez-
Parraga, 2008; Espindola, 2003; Rice-Evans, 1996; Scruton, 1990). 
O funcionamento adequado da célula viva corresponde, em geral, a situações que 
maximizam a razão GSH/GSSG, garantia de um ambiente fortemente redutor e estável. Por 
esse motivo, alterações neste parâmetro são utilizadas frequentemente para indicar stress 
oxidativo, que pode despoletar fenómenos como crescimento e diferenciação celular, 
activação de vias de sinalização e apoptose (Kim, 2006; Kon, 2004; Pias, 2003; Espindola, 
2003; Filomeni, 2002; Sen, 2000). 
 
 
Figura 1.4- Papel das lipoxigenases na formação de lipoperóxidos e interacção metabólica com o 
ciclo do glutationo, um mecanismo de desintoxicação celular (adaptado de Brash, 1999). 
Por vezes a geração de espécies reactivas de oxigénio na presença de metais de 
transição pode ocorrer de acordo com as clássicas reacções de Fenton, podendo formar-se o 
radical hidroxilo, um oxidante potente capaz de gerar radicais lipídicos que na presença do 
radical anião superóxido se podem converter em lipoperóxidos (Ďurfinová, 2010; Federico, 
2007; Chen, 2000; Berlett, 1997). As lipoxigenases catalisam a oxidação de resíduos acilo 
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polinsaturados, contendo o sistema cis,cis-1,4-pentadieno, a lipoperóxidos (Hall, 2004; 
Batista, 2002; Siedow, 1991). Em células danificadas por agentes patogénicos ou mecânicos, 
ocorre uma degradação sequencial dos seus componentes lipídicos que envolve também a 
participação de lipoxigenases e leva à formação de lipoperóxidos (Fig. 1.4) (Hu, 2011; 
Batista, 2002; GafSney, 1996; Croft, 1993; Farmer e Ryan, 1992). Os substratos maioritários 
das lipoxigenases são os ácidos linoléico e linolénico (Hall, 2004; Wang, 1999; Farmer e 
Ryan, 1992; Hildebrand, 1988). As ROS como o radical anião superóxido, e o radical 
hidroxilo, formam-se durante a redução do oxigénio molecular. O potencial dessas espécies 
para a produzir danos sobre as biomoléculas é elevado, despoletando, por vezes; outros 
sistemas antioxidantes como os enzimas catalase, que catalisam a conversão de peróxidos em 
água. (Flekac, 2008; Izawa, 1996; Kono, 1982) 
 
1.4. Levedura - modelo biológico em estudos de stress 
O ambiente natural onde crescem os organismos vivos é aquele em que uma população 
localizada aumenta exponencialmente até exceder a sua capacidade ou encontrar factores 
limitantes. A população então colapsa com a maior parte das células morrendo, revertendo a 
uma taxa metabólica muito baixa, ou esporolando. O período de tempo destes ciclos pode ser 
curto e medido em horas. Todas as células que crescem em ambientes aquosos, devido à 
elevada capacidade térmica mássica da água, resistem a alterações rápidas da temperatura. Em 
estudos termodinâmicos, pode-se garantir que a temperatura de crescimento microbiano 
permanece constante durante um ciclo de crescimento a pressão constante. O crescimento 
biológico é pois um evento químico que não difere de qualquer reacção química orgânica que 
ocorra em meio aquoso, excepto o facto de ser extremamente complexo e por isso poder ser 
designado por processo. É impossível expressar de forma precisa as reacções que têm lugar 
no interior celular durante o crescimento. É no entanto menos difícil escrever uma equação 
para o processo de crescimento em termos do estado inicial de substâncias que façam parte da 
composição celular e que entrem na composição das células em formação, e do seu estado 
final, o qual engloba células e outros produtos do crescimento (Pinto, 1989). 
Um dos principais desafios enfrentados pelos organismos unicelulares é o seu ambiente 
externo não ser estável, mas pelo contrário, o seu ambiente interno garantir a estabilidade 
necessária para salvaguardar um crescimento o mais ordenado possível. Alterações drásticas 
no ambiente têm a capacidade de romper o ambiente celular interno, afectando funções 
críticas da célula e deste modo evitar o crescimento normal (Gasch, 2002).  
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A Saccharomyces cerevisiae é um organismo cujas respostas ao potencial de destruição 
resultante de alterações ambientais, ou stress, levam à atenuação ou inibição total do 
crescimento, pela indução de genes que codificam proteínas envolvidas na reparação de danos 
intra-celulares, com perda de capacidade interna de reparação dos materiais celulares e de 
retorno a condições de crescimento adequadas. Por outro lado, bloqueiam ainda a tradução de 
proteínas ribossomais, de enzimas envolvidos no metabolismo glucídico, de desintoxicação de 
ROS, no folding e degradação de proteínas, que podem ser interpretadas como uma resposta 
directa ao stress expressa em diminuição de taxa de crescimento (Gasch, 2000). 
Na literatura encontra-se descrito que os níveis de ROS intracelular aumentam com a 
temperatura, podendo situações de choque térmico ser interpretadas como equivalentes a 
condições de indução de stress oxidativo (Sugiyama, 2000), onde a sobreposição de choque 
térmico com outro agente de stress como metais de transição pode despoletar respostas pró e 
antioxidantes que contribuam para a morte celular ou para a termotolerância (Jamieson, 
1995). Estes factos, podem ser corroborados por estudos onde se observa que S. cerevisiae 
mutantes privadas de catalases, superóxido dismutases (SOD) e citocromo c peroxidases, 
enzimas antioxidantes, mostraram maior sensibilidade ao calor (50 °C) do que células onde 
ocorra a sobrexpressão de catalases e SOD's as quais exibem maior termoprotecção 
(Davidson, 1996). 
A S. cerevisiae é um organismo eucarionte, GRAS, amplamente utilizado em estudos de 
stress oxidativo. A sua rápida disponibilidade, fácil manipulação genética, célere tempo de 
replicação, aliados ao facto desta levedura conter ORF's homólogas às humanas, faz deste 
organismo um bom modelo biológico para a investigação de mecanismos específicos de 
resposta ao stress (Costa, 2001; Ruis, 1997). 
A S. cerevisiae UE-ME3 é uma estirpe vínica nativa do Alentejo, Portugal e possui 
propriedades fisiológicas específicas e únicas que lhe facilitam a sobrevivência em ambientes 
extremos, como o dos mostos onde ocorrem níveis elevados de glúcidos (140-160 g/L) e de 
álcool (superior a 15 % (v/v)), pH ácido (3,0- 3,5) e baixo teor em azoto, lípidos e vitaminas 
(Carrasco, 2001; Bauer, 2000). A estirpe UE-ME3 é desde há alguns anos utilizada no 
Laboratório de Bioquímica Analítica da Universidade de Évora, em estudos bioquímicos de 
sobrevivência a fenilureias e metais de transição (Candeias, 2010; Rosado, 2009; Ferreira, 
2006). 
A S. cerevisiae BY4741 é uma estirpe comercial adaptada em laboratório, pertencente à 
colecção da Eurocast que deriva da S288C (Brachmann, 1998) e que tem sido exaustivamente 
utilizada na sequenciação sistemática do genoma de S. cerevisiae (Goffeau, 1996) e em 
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estudos fisiológicos e bioquímicos (Paciello, 2009; Belinha, 2007; Cohen, 2007). Por esse 
motivo constitui um bom modelo de comparação com a estirpe vínica nativa.  
 
 
Influência da temperatura na proliferação de Saccharomyces cerevisiae em presença de nanopartículas de dióxido de titânio 
 
29 
2- Problema e objectivos 
2.1- Problema 
A presença de nanopartículas na natureza é ubíqua, sendo a sua origem 
maioritariamente geológica e ligada a fenómenos de vulcanismo. Por esse motivo é 
expectável que a grande maioria dos seres vivos tenham desenvolvido filogeneticamente 
mecanismos adaptativos aos níveis ambientais pré-industriais.  
A natureza inerte e baixa toxicidade dos compostos de titânio, incluindo nanopartículas 
geradas por estimulação ultra-sónica, reconhecidas por organizações internacionais, tem 
incrementado a sua utilização na indústria da cosmética e do medicamento, óptica, 
electrónica e aeroespacial, criando focos de pressão ambiental deste tipo de compostos. 
Embora preocupações ecológicas, descritas na literatura, justifiquem alguns estudos 
complementares para avaliar a resposta pelos seres vivos a este tipo de materiais, não se 
encontram relatadas estratégias experimentais com a preocupação de avaliar propriedades 
de nanopartículas de titânio como princípio activo e eventual aplicação terapêutica.  
A elevada capacidade térmica mássica da água garante que as células em crescimento 
sejam capazes de resistir a alterações rápidas de temperatura. O crescimento biológico é 
considerado por diversos autores como um evento químico que não se distingue de qualquer 
reacção orgânica em meio aquoso, excepto pela sua complexidade, sendo possível avaliar este 
processo em termos do estado inicial das substâncias que fazem parte da composição das 
células em formação, e do seu estado final que engloba as células e produtos do crescimento. 
Alterações drásticas extracelulares podem romper o ambiente interno da célula, afectando 
funções críticas e prejudicando o crescimento.  
A Saccharomyces cerevisiae é um modelo eucariota, cujas respostas ao potencial de 
destruição resultante de alterações ambientais, ou stress, conduzem à atenuação ou até à 
inibição total do crescimento, no seguimento da indução de genes que codificam funções de 
reparação de danos intra-celulares, sem retorno a condições de crescimento adequadas.  
Consequentemente estudos que avaliem a influência da temperatura, do choque 
térmico e da exposição a nanopartículas sobre processos metabólicos que modelam a 
multiplicação de S. cerevisiae, preocupação desta dissertação, poderão abrir portas a um 
novo campo no controlo da proliferação celular de eucariotas, eventualmente aplicável 
em biomedicina. 
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2.2 - Objectivos 
2.2.1 - Objectivo geral  
Avaliar a influência da temperatura e do choque térmico na proliferação de S. cerevisiae 
UE-ME3 e BY4741, em presença de NP-TiO2. 
 
2.2.2 - Objectivos específicos  
Conhecer e compreender: 
 
 as propriedades físico-químicas das NP-TiO2 e o protocolo para a sua preparação; 
 a curva de crescimento de S. cerevisiae UE-ME3 e BY4741;  
 a influência da temperatura, choque térmico e/ou exposição a NP-TiO2 sobre o 
crescimento, actividades enzimáticas ALP, G6PD, GR, GPx, CAT T, CAT e LOX, 
capacidade antioxidante, medida pela razão GSH/GSSG e DPPH, bem como níveis 




 as propriedades físico-químicas das NP-TiO2, bem como o protocolo para a sua 
preparação;  
 a influência da temperatura e/ou exposição a NP-TiO2 no crescimento de S. cerevisiae 
UE-ME3 e BY4741; 
 a influência do choque térmico e/ou exposição a NP-TiO2 no crescimento de S. 
cerevisiae UE-ME3 e BY4741; 
 alterações dependentes da temperatura, choque térmico e/ou exposição a NP-TiO2 na 
disponibilidade citoplasmática em tióis não-proteicos, indicadores do crescimento 
celular e de stress oxidativo, na capacidade antioxidante para capturar radicais livres, 
detectada pelo DPPH, bem como nos níveis citoplasmáticos de MDA indicador de 
danos celulares;   
 alterações dependentes da temperatura, choque térmico e/ou exposição a NP-TiO2 das 
actividades enzimáticas ALP, marcadora da proliferação celular, G6PD e GR, 
marcadoras da disponibilização de equivalentes redutores, GPx, CAT T e CAT A 
marcadoras da resposta antioxidante contra lipoperóxidos e peróxidos, bem como da 




 os conhecimentos adquiridos sobre a influência da temperatura, em particular do 
choque térmico e/ou exposição a NP-TiO2  em S. cerevisiae UE-ME3 e BY4741, no 
controlo da proliferação celular de eucariotas. 
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3 - Metodologia  
3.1 - Estratégia  
No decorrer deste trabalho de dissertação recorreu-se a pesquisa bibliográfica, técnicas 
laboratoriais e de processamento matemático que permitiram atingir os objectivos definidos. 
Suporte financeiro 
Instituto de Ciências Agrárias e Ambientais Mediterrânicas (FCT/ICAAM) e 
Departamento de Química, Escola de Ciências e Tecnologia (ECT), Universidade de Évora. 
Local de realização 
A execução deste trabalho teve lugar no laboratório de Bioquímica Analítica, ECT, 
Universidade de Évora, Évora.  
Período de realização 
1 ano lectivo (2 semestres). 
Modelo biológico 
Saccharomyces cerevisiae estirpes UE-ME3 e BY4741 
Agente físico-químico de stress 
Nanopartículas de dióxido de titânio (NP-TiO2) de dimensão molecular <100 nm; Mr 
79,67gmol
-1
; densidade 4,26 g/L a 25ºC; àrea superficial >14,0 m
2
/g; testadas na concentração 
de 0,1 e 1 µg/mL no meio de cultura.  
Agente físico de stress 
Temperatura de 25, 28, 30, 40 e choque térmico 28/40 ºC. 
Procedimentos prévios 
Preparação de solução de NP-TiO2.  
Ensaio 
Células de S. cerevisiae da estirpe UE-ME3 ou BY4741, em fase exponencial média de 
crescimento, cresceram durante 200 min ao valor de temperatura testado ou em choque 
térmico na ausência ou na presença de NP-TiO2 (0,1 ou 1 µg/mL).  
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Fracções subcelulares utilizadas 
sobrenadante pós-12000 g 
sedimento pós-12000 g  
Parâmetros analisados:  
- proteínas totais 
-proteínas de sedimento obtido após centrifugação a 12000 g 
-proteínas do sobrenadante obtido após centrifugação a 12000 g 
-peso seco  
-fosfatase alcalina  
-cfu 
-glutationo 




-glutationo peroxidase  
-catalase T  





cultura de microrganismos; 
preparação de solução de nanopartículas recorrendo homogeneização por ultra-sons; 
desintegração celular por ultra-sons; 
fraccionamento celular por centrifugação diferencial; 
determinação de conteúdos e actividades enzimáticas por espectrometria de absorção 
molecular e de fluorescência.  
Análise estatística de resultados 
Análise de variância simples, ANOVA I e teste de significância de Duncan para os 
resultados obtidos experimentalmente, nas diferentes condições de cultura, incluindo peso 
seco, conteúdos e actividades enzimáticas. 
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3.2 - Diagrama do trabalho 
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3.3 - Equipamento  
Balança analítica da marca Mettler, modelo AE 200  
Balança micro-analítica da marca Mettler Toledo, modelo AX 205  
Autoclave da marca Selecta modelo Microclav 
Banho termostatizado com agitação marca Memmert, modelo 3200 R  
Placa de agitação da marca Labinco, modelo L34  
Vórtex da marca Heidolph, modelo Reax 2000  
Potenciômetro da marca Metrohm, modelo 691  
Centrífuga da marca Hermle, modelo Z323 K  
Homogeneizador de sonda de ultra-sons da marca Branson Sonifier, modelo 450  
Estufa da marca Kowell, modelo D2-1  
Espectrofotómetro de feixe duplo da marca Hitachi, modelo U2001, com banho com 
circulação de água da Grant. 
Espectrómetro de fluorescência de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-5001 PC  
 
3.4 - Reagentes  
1,1,3,3-tetrametoxipropano, Sigma, St. Louis  
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, Sigma, St. Louis  
2,2-difenil-1-picril-hidrazil, Sigma, St. Louis 
Ácido clorídrico, pró-análise (d = 1,19) 37%, MERCK, Darmstadt  
Ácido gálico, MERCK, Darmstadt 
Ácido linoleico, Sigma, St. Louis 
Ácido triobarbitúrico, pró-análise, 99%, MERCK, Darmstadt  
Carbonato de sódio anidro, pró-análise, 99,5%, MERCK, Darmstadt  
Cloreto de magnésio hidratado, 99%, Sigma, St.Louis  
Dihidrogenofosfato de potássio, pró-análise, 99,0%, MERCK, Darmstadt  
Dihidrogenofosfato de sódio, pró-análise, 99,0%, MERCK, Darmstadt  
Dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido (sal de sódio), 97,0 %, Sigma, St. Louis  
Duodecilssulfato de sódio, Sigma, St. Louis  
Etanol, pró-análise (d = 0,79) 99,8%, MERCK, Darmstadt  
Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina oxidado (sal sódico), 98,0%, Sigma, St. 
Louis  
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Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido (sal de sódio), 98,0%, Sigma, St. 
Louis  
Glicilglicina, 98,0%, MERCK, Darmstadt  
Glucose-6-fosfato desidrogenase, pró-análise, Sigma, St.Louis  
Dissulfureto de Glutationo, pró-análise, 98,0%, Sigma, St. Louis  
Glutationo redutase, pró-análise, Sigma, St.Louis  
Glutationo, pró-análise, Sigma, St. Louis  
Hidrogenofosfato de sódio anidro, pró-análise, 99%, MERCK, Darmstadt  
Hidrogenofosfato dipotássio, pró-análise, 99,5%, MERCK, Darmstadt  
Hidróxido de sódio, pró-análise, 99,0%, MERCK, Darmstadt  
N-etilmaleimida, 97,0%, Sigma, St. Louis  
Nanopartículas de dióxido de titânio, pró-análise, Sigma, St. Louis 
o-fetaldeído, pró-análise, Sigma, St. Louis 
Peróxido de hidrogénio, pró-análise, 30%, Sigma, St. Louis  
Reagente fenólico, segundo Folin-Ciocalteau, pró-análise, Sigma, St. Louis  
Sulfato de cobre, pró-análise, 99,5 %, Panreac, Barcelona  
Tartarato de sódio e potássio tetra-hidratado, pró-análise, 99,9%, MERCK, Darmstadt  
t-butil hidroperóxido, pró-análise, Sigma, St. Louis  
Tris-(hidroximetil)-aminometano, pró-análise, 99,9%, MERCK, Darmstadt  
Tween 20, pro-análise, MERCK, Darmstadt 
 
3.5 - Procedimento Experimental  
3.5.1 - Cultura de microrganismos  
Neste estudo utilizou-se como modelo biológico duas estirpes do eucariota unicelular 
Saccharomyces cerevisiae L. A estirpe UE-ME3 foi isolada de mostos de vinhos regionais do 
Alentejo encontrando-se depositada na colecção do laboratório de Enologia da Universidade 
de Évora e desde há alguns anos utilizada no nosso laboratório em estudos bioquímicos de 
sobrevivência a fenilureias e metais de transição (Candeias, 2010; Rosado, 2009; Ferreira, 
2006). A estirpe BY4741 (MATa his3 1 leu2  met15  ura3 ; EUROSCARF, Germany) 
adaptada em laboratório é referida na literatura em estudos de stress (Belinha, 2007; Cohen, 
2007). No nosso laboratório as leveduras encontram-se armazenadas a -80 ºC em meio de 
cultura com glicerol. 
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As células durante o ensaio de avaliação da influência da temperatura e de NP-TiO2 na 
proliferação celular cresceram em meios YEPD preparados pela dissolução de extracto de 
levedura (1 %) e peptona (2 %) em água ultra-pura seguido de esterilização pelo calor húmido 
e posterior adição de glucose (2 %), esterilizada por filtração (0,22 μ).  
As células das estirpes UE-ME3 e BY4741 mantidas a -80 ºC foram utilizadas para 
obter culturas frescas posteriormente utilizadas para iniciar o ensaio pela inoculação de meio 
YEPD (1/3 de líquido para 2/3 de ar) e deixadas crescer com agitação constante (150 rpm) à 
temperatura de 25, 28, 30 ou 40 ºC, acompanhando-se o seu crescimento por leitura da 
turbidez a 640 nm. O ensaio de exposição às NP-TiO2 nas diferentes temperaturas iniciou-se 
quando as células estavam na fase exponencial média de crescimento (turbidez  0,8) pela 
adição de água ultra-pura estéril ou da solução de NP-TiO2, previamente preparadas de acordo 
com 3.5.2, obtendo-se para ambas as estirpes de S. cerevisiae o ensaio na ausência de 
nanopartículas e os de exposição a 0,1 ou 1 μg/mL de NP-TiO2. As leveduras cresceram 
durante 200 min ao valor de temperatura igual ao inicial ou, no caso do choque térmico, a 
cultura que tinha crescido a 28 ºC passou para 40 ºC (28/40 ºC). 
 
3.5.2 - Preparação de nanopartículas  
O agente físico-químico de stress objecto de estudo nesta investigação, as 
nanopartículas de dióxido de titânio (NP-TiO2), de tamanho inferior a 100 nm, e grau de 
pureza superior a 97 % foram adquiridos à Sigma-Aldrich.  
Os ensaios de exposição de S. cerevisiae a nanoparticulas presentes no meio YEPD 
foram possíveis após a preparação de uma solução concentrada de NP-TiO2 (10 g/L) em água 
ultra-pura estéril recorrendo a homogenização em banho de ultra-sons durante 40-60 min com 
frequência de 35 kHz. A qualidade da preparação de NP-TiO2 foi determinada traçando o 
espectro de absorção molecular entre 250 e 700 nm com máximo de absorção a 329 nm (Fig. 
3.1) (Federici, 2007; Lovern e Klaper, 2006).  
A utilização deste tipo de nanopartículas deve-se ao facto de já existirem estudos que 
apontam para a possibilidade da exposição a nanopartículas de dióxido de titânio poder 
induzir respostas inflamatórias devendo-se a sua toxicidade ao tamanho da partícula e à sua 
àrea superficial (Warheit, 2007; Monteiller, 2007; Renwick, 2004; Dick, 2003; Rehn, 2003). 
 




Figura 3.1- Espectro de absorção molecular de NP-TiO2 imediatamente antes da adição ao meio 
YEPD. 
 
3.5.3 - Contagem de cfu  
A determinação de cfu foi efectuada no final do ensaio, após diluição adequada das 
amostras, inoculação em meio sólido e incubação a 28 ºC, até não se observar o aparecimento 
de novas colónias (Madigan, 2004; Pelczar, 1993).  
 
3.5.4 - Determinação do peso seco  
 A determinação da quantidade de biomassa formada nas diferentes condições de stress 
foi realizada pelo peso seco no final do ensaio. Assim, foram recolhidas alíquotas em todas as 
situações em cinco experiências independentes e levadas à secura em estufa a 80 ºC até se 
observar peso constante. 
 
3.5.5 - Obtenção de fracções celulares  
No final do ensaio de exposição a NP-TiO2 durante 200 min a temperatura controlada, 
as células foram recolhidas por centrifugação a 5000 g durante 10 min, lavadas em água 
bidestilada estéril, ressuspendidas em tampão fosfato (10 mM) pH 7,0 e desintegradas 
recorrendo a homogeneizador de ultra-sons (10 s 3 x 5 min; 0,1 kHz pulso). 
Os homogeneizados foram submetidos a centrifugação diferencial a 12000 g durante 20 
min recolhendo-se o sobrenadante pós-12000 g e resuspendendo o sedimento pós-12000 g em 
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guardadas a -20 ºC, para posterior determinação de conteúdos celulares e actividades 
enzimáticas (Lake, 1987; Sugimoto, 1990). 
 
3.5.6 - Quantificação de proteínas 
A determinação da concentração de proteína total e das fracções celulares estudadas, foi 
realizada de acordo com o método descrito por Lowry (1951). Este método fundamenta-se na 
reacção que se estabelece entre os resíduos de aminoácidos aromáticos tirosina e triptofano 
presentes nas proteínas e o reagente de Folin-Ciocalteau, catalisada por iões Cu
2+
, a pH 
alcalino que gera como produto final um complexo de heteromolibdénio que apresenta côr 
azul intensa. A elevada sensibilidade deste método justifica a sua escolha, assim como o facto 
de alguns interferentes, como aminoácidos e seus derivados encontrarem-se muito diluídos.  
O reagente de Lowry, constituido por sulfato de cobre penta-hidratado 0,1 % (p/v) e 
tartarato de sódio e potássio 0,2 % (p/v) em carbonato de sódio a 2 % (p/v) foi preparado 
imediatamente antes da sua utilização. Adicionou-se a 0,250 mL de solução-padrão de BSA 
(500 g/mL) ou de amostra diluida em NaOH (0,5 M), a 1,25 mL de reagente de Lowry. 
Agitou-se no vórtex e após 10 min adicionou-se 0,125 mL de reagente de Folin-Ciocalteau 
comercial, diluido 1/2 em água ultra-pura. Agitou-se e deixou-se em repouso 30 min à 
temperatura ambiente, antes da leitura da absorvência a 720 nm. Os valores de absorvência 
obtidos para os padrões de BSA permitiram traçar a curva de calibração até 200 μg/mL (Fig. 
A1) a partir da qual foi possível determinar a concentração de proteínas nas amostras por 
interpolação gráfica.  
 
3.5.7 - Quantificação do GSH e GSSG 
O tripeptído glutationo, γ-glutamil-l-cisteinilglicina (GSH) é composto por resíduos de 
glutamato, glicina e cisteína, contendo um grupo sulfidrilo que desempenha o papel de 
nucleófilo e redutor. O GSH sofre oxidação reversível a dissulfureto de glutationo (GSSG). O 
glutationo (GSH) é considerado um dos componentes mais importantes do sistema defensivo 
antioxidante da célula estando presente em concentração elevada no citoplasma, no núcleo e 
no mitocôndrio, evitando os danos causados por ROS. 
A razão GSH/GSSG permite avaliar o estado redox da célula viva nomeadamente em 
presença de agentes de stress. Além disso, a soma (GSH+GSSG) é uma medida da reserva 
celular em tióis não-proteicos.  
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Na determinação do conteúdo em GSH e GSSG recorreu-se ao OPT para desenvolver 
um fluoróforo quantificável por espectrometria de fluorescência e à NEM para sequestrar o 
GSH endógeno respectivamente, tendo sido construída uma curva de calibração para cada 
parâmetro a avaliar, de acordo com o descrito por Hissin (1976).  
Para a preparação da mistura de reacção de quantificação do GSH, alíquotas de 
sobrenadante pós-12000 g, na diluição adequada, padrão (GSH) ou tampão fosfato (10 mM) 
pH 7,0, no caso do branco, foram adicionadas a tampão fosfato (0,1 M) pH 8,0 com EDTA 
(0,005 M) e OPT na proporção de 1:30:2. A mistura de ensaio foi agitada e após 15 min de 
incubação à temperatura ambiente leu-se a potência de fluorescência a λexc 350 nm e ao λem 
420 nm. A concentração em GSH, por g de peso seco, no sobrenadante pós-12000 g das 
amostras, foi determinada por interpolação gráfica recorrendo a curva de calibração 
previamente construída com padrões de GSH, para o intervalo de concentração 0-100 µM 
(Fig. A2).  
A quantificação do GSSG (Carru, 2003) foi realizada em alíquotas de sobrenadante pós-
12000 g, na diluição adequada, incubadas durante 30 min com NEM, numa concentração final 
de 20 µM. Esta mistura reaccional foi adicionada a OPT comercial e NaOH (0,1 M) na 
proporção 1:1:18, incubando 15 min à temperatura ambiente. A sua potência de fluorescência 
foi lida ao λexc 350 nm e ao λem 420 nm. A concentração em GSSG, por g de peso seco, na 
fracção sobrenadante pós-12000 g das amostras foi calculada por interpolação gráfica, 
recorrendo a curva de calibração previamente construída com GSSG para o intervalo de 
concentração 0-80 µM (Fig. A3). 
 
3.5.8 – Determinação da capacidade antioxidante pelo DPPH 
O método de determinação da capacidade antioxidante designado por DPPH (Brand-
Williams, 1995) baseia-se na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por 
antioxidantes presentes na amostra, produzindo um decréscimo da absorvência a 515 nm. Este 
método foi modificado por Sánchez-Moreno (1998) para medir os parâmetros cinéticos. O 
DPPH é um radical livre que pode ser obtido directamente por dissolução do reagente em 
meio orgânico. A mistura de reacção era constituída pelo sobrenadante pós-12000 g, na 
diluição adequada, e radical DPPH (30 mg/L) na qual foi lida a absorvência a 515 nm durante 
120 s a 25 ºC. A capacidade antioxidante, por g de peso seco, foi determinada por 
interpolação gráfica recorrendo à curva de calibração previamente construída com ácido 
gálico de concentração conhecida no intervalo de 0 a 8 µM (Fig. A4). 
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3.5.9 - Quantificação do malonodialdeído 
O malonodialdeído é um composto que possui elevada reactividade com grupos amina, 
e como tal, a sua interacção com proteínas e fosfolipidos é elevada, podendo modificá-los e 
produzir respostas auto-imunitárias.  
O procedimento adoptado para a quantificação do MDA foi fazer reagir o ácido 
tiobarbitúrico (TBA) com o sobrenadante pós-12000 g de cada amostra, levando à formação 
de um flouróforo passível de ser quantificado por fluorescência Ohkawa (1979) e Durfinova 
(2007). Construiu-se uma curva de calibração para o malonodialdeído no intervalo entre 0 e 
100 µM (Fig A5). O padrão de MDA foi preparado a partir do 1,1,3,3-tetrametoxipropano que 
o liberta por hidrólise em meio ácido (Turton, 1997). De seguida aliquotas do sobrenadante 
pós-12000 g reagiram com o com SDS (8,1%) TBA 0,4 % em ácido acético (10 %) pH 3,5 
(1:2:30) adicionado, em banho a 95ºC com agitação constante durante 1 h. Na preparação do 
branco usou-se tampão fosfato (10 mM) pH 7,0, em vez de sobrenadante pós-12000 g.  
Interrompeu-se a reacção colocando os tubos a 4 ºC durante 15 min.  
Adicionou-se então n-butanol na proporção de 1:1 e aguardou-se 1 h até se estabelecer o 
equlibrio de fases, levando posteriormente os tubos a uma centrifugação de 1600 g, durante 
10 min. 
O sobrenadante foi recolhido e utilizado nas leituras de potência de fluorescência 
recolhendo-se a λexc 515 nm e λem 553 nm. 
 
3.5.10 - Quantificação de ROS 
O nível de ROS na amostra foi determinado de acordo com o método fluorimétrico 
proposto por LeBel (1990) que utiliza o 2’,7’- diclorofluoresceína (DCFH) para estimar os 
níveis de peróxido de hidrogénio. A DCFH na presença de peróxido de hidrogénio é 
rapidamente oxidada a DCF que apresenta fluorescência elevada. Fez-se reagir alíquotas do 
sobrenadante pós-12000 g com 2 mL de solução DCFH (1M) preparada em tampão fosfato 
(25 mM) pH 7, 4 e tampão tris-HCl (40 mM) pH 7,4 na proporção 1:40, durante 10 min a 37 
ºC, após o que se leu a potência de fluorescência da mistura a λexc 488 de nm e a λem 525 nm. 
Calculou-se a quantidade de ROS nas amostras por interpolação gráfica recorrendo a curva de 
calibração previamente preparada com peróxido de hidrogénio no intervalo de 0-400 µM (Fig. 
A6). 
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3.5.11 - Determinação de actividades enzimáticas  
3.5.11.1 - Fosfatase alcalina  
A fosfatase alcalina constitui um marcador enzimático funcional de proliferação celular, 
utilizado em estudos de toxicidade por metais. A sua actividade catalítica foi determinada no 
sobrenadante pós-12000 g de acordo com o método proposto por Bretaudiere (1984) 
acompanhando a hidrólise das ligações fosfoéster do substrato cromogéneo sintético p-
nitrofenilfosfato (pNPP), pelo aumento de absorvência a 405 nm devido à formação de p-
nitrofenol (pNP), produto da reacção e fosfato inorgânico.  
As alíquotas de fracção sobrenadante pós-12000 g, na diluição adequada de proteína 
(0,15 mg/mL) foram incubadas em células de absorção que continham a mistura de reacção 
constituida por pNPP (6 mM) em tampão Tris-HCl (0,5 M) pH 8,5. O valores de actividade 
ALP referente a cada amostra foram calculados a partir do coeficiente angular de curvas de 
reacção lineares (0,9291501< r < 0,999714,  Fig. A7), traçadas ao longo de 180 s a 37 ºC, 






3.5.11.2 - Glucose-6-fosfato desidrogenase  
O enzima glucose-6-fosfato desidrogenase catalisa a oxidação da glucose-6-fosfato 
(G6P) a 6-fosfogluconolactona com a concomitante produção de NADPH sendo o enzima 




A actividade enzimática foi determinada em alíquotas do sobrenadante pós-12000 g 
(concentação proteína 0,15 mg/mL) de acordo com o método proposto por Postma (1989) e 
Bergmeyer (1983) utilizando como meio de reacção, solução tampão tris-HCl (50 mM) pH 
8,0, contendo NADP
+
 (dissódico) (400 µM), MgCl2.6H2O (5 mM). Iniciou-se a reacção com a 
adição de G6PD (5 mM), após estabilização a 37ºC durante 1 min. Os valores de absorvência 
a 340 nm, lidos contra um branco onde a amostra foi substituída por tampão fosfato (10 mM) 
pH 7,0, foram registados ao longo de 180 s.  
A actividade enzimática foi então determinada pelo coeficiente angular das curvas de 
reacção (0,945284 < r < 0,998512, Fig. A8), utilizando o coeficiente de absortividade molar 
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3.5.11.3 - Glutationo reductase 
O enzima GR que catalisa a redução de GSSG a GSH, utilizando NADPH como 
coenzima, é uma flavoproteína pertencente ao ciclo do glutationo cuja actividade específica 
foi determinada no sobrenandante pós-12000 g, de acordo com o método descrito por 
Goldberg e Sponer (1987). A mistura de reacção constituída por tampão fosfato (0,12 M) pH 
7,2, EDTA (15 mM), GSSG (63,5 mM) e sobrenadante pós-12000 g (concentação proteína 
0,15 mg/mL), incubou durante 5 min a 37 ºC. Iniciou-se a reacção com adição de NADPH 
(0,17 mM). A absorvência a 340 nm foi lida em contínuo durante 300 s, contra um branco 
com composição semelhante, à excepção da amostra que foi substituída por tampão fosfato 
(10 mM) pH 7,0. A actividade enzimática foi determinada a partir do valor do coeficiente 
angular das rectas obtidas (0,994143 <r <0,996272, Fig. A9), utilizando o coeficiente de 






3.5.11.4 - Glutationo peroxidase 
O enzima GPx desempenha um papel essencial ao reduzir lipoperóxidos e peróxido de 
hidrogénio a alcoóis, ou água. 
A determinação desta actividade enzimática seguiu o protocolo proposto por Flohé, 
(1984). Prepararou-se a mistura de reacção constituída por tampão fosfato (70 mM) pH 7,2, 
GSH (500 µM), GR (12 mU), NADPH (160 mM) e volume adequado de sobrenadante pós-
12000 g (concentação de proteína 0,15 mg/mL) a qual foi incubada durante 10 min para 
estabilizar a temperatura a 37 ºC. A reacção foi iniciada pela adição de t-BHP (100 µM). A 
reacção foi monitorizada pela leitura, em contínuo, da absorvência a 340 nm contra um 
branco com composição semelhante, com excepção da amostra, cujo volume foi substituído 
por tampão fosfato (10 mM) pH 7,0.  
A actividade enzimática foi determinada a partir do coeficiente angular das curvas de 
reacção obtidas (0,934933 <r <0,967419, Fig. A10), utilizando o coeficiente de absortividade 
molar para o NADPH de 6,22 mM-1.cm-1.  
 
3.5.11.5 - Catalases T e A  
Os enzimas designados como catalase têm como função decompor o peróxido de 
hidrogénio (H2O2) em água e dioxigénio, os quais são menos nocivos para a célula, pertencem 
à subclasse das oxidorredutases e são enzimas com distribuição ubíqua pelos seres vivos. 
Encontra-se em leveduras sob 2 formas, a T (citoplasmática) e a A (peroxissomal).  
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Neste trabalho a determinação da actividade enzimática foi realizada de acordo com o 
método proposto por Beers (1952) acompanhando a degradação do H2O2 pela variação de 
absorvência a 240 nm, a 25 ºC, durante 120 s contra um branco constituido por meio de 
reacção onde a amostra foi substituida por igual volume de tampão fosfato (10 mM) pH 7,0. 
Em cada caso incubou-se sobrenadante pós-12000 g (CAT T) ou o sedimento pós-12000 g 
(CAT A) com concentração aproximada de proteínas de 0,035 mg/mL e 0,115 mg/mL, 
respectivamente, num meio de reacção composto por tampão fosfato (50 mM) pH 7,0 e H2O2 
(30 mM).  
A actividade enzimática foi determinada a partir do valor do coeficiente angular das 
curvas de reacção (0,986322 <r <0,949147, Fig. A11), utilizando o coeficiente de 






3.5.11.6 - Lipoxigenases  
Lipoxigenases são isoenzimas que catalisam a oxidação de ácidos gordos poli-
insaturados contendo o sistema cis,cis-1,4-pentadieno, para formar hidroperóxidos. 
A determinação da actividade enzimática LOX foi realizada de acordo com o método 
descrito por Gata (1996). A mistura de reacção constituída por tampão acetato (50 mM) pH 
5,6 e um volume adequado de sobrenadante pós-12000 g (0,157 mg/mL de proteína) incubou 
3 min, a 27 ˚C, após a qual a reacção foi iniciada pela adição de ácido linoleico (10 mM), 
NaOH (0,02 M) e uma alíquota de Twen-20 pró-análise. O registo da absorvência a 234 nm a 
27 ºC durante 180 s permitiu acompanhar a formação de ácido peroxilinoleico. 
A actividade enzimática foi determinada utilizando o coeficiente angular das curvas de 
reacção obtidas (0,926687 < r <0,992057, Fig. A12), utilizando o valor do coeficiente de 






3.5.12 - Análise estatística dos resultados  
Os parâmetros bioquímicos determinados, em cinco experiências independentes de S. 
cerevisiae UE-ME3 e BY4741 nas diferentes condições de stress físico e físico-químico deste 
estudo, foram submetidos a uma análise de variância simples, ANOVA I, e ao teste de 
significância de Duncan utilizando o programa SPSS para Windows, versão 19, licenciado 
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4. Resultados e discussão 
O plano traçado para este trabalho teve como principal objectivo avaliar a influência da 
temperatura, bem como do choque térmico 28/40 ºC sobre a proliferação de duas estirpes de 
S. cerevisiae, na ausência e na presença de dois níveis de nanopartículas de dióxido de titânio 
no meio de cultura. Na secção 4.1 são lidos e discutidos os resultados obtidos com a estirpe 
UE-ME3, enquanto que a secção 4.2 dedica-se maioritariamente à leitura e discussão dos 
resultados obtidos com a estirpe BY4741, fazendo-se sempre que possível uma discussão 
mais alargada que compare os resultados entre estirpes. 
 
4.1 - Saccharomyces cerevisiae UE-ME3 
4.1.1 - Crescimento celular 
O crescimento celular em qualquer sistema biológico pode ser definido como o aumento 
ordenado de todos os seus componentes químicos. O aumento da biomassa por si só poderá 
não indicar o crescimento real uma vez que, as células poderão estar apenas a aumentar o seu 
conteúdo em produtos de reserva. Durante um período de crescimento equilibrado a 
duplicação da biomassa é acompanhada pelas restantes propriedades mensuráveis da 
população, como por exemplo proteínas, RNA, DNA, tióis não proteicos e água intracelular, 
pois as culturas em crescimento equilibrado mantêm uma composição química constante. 
Contudo, a determinação do peso seco, proteína ou tióis não-proteicos são apenas uma 
medida da quantidade de biomassa produzida num determinado período de tempo, não 
descriminando materiais provenientes de células mortas e vivas. A contagem de unidades de 
formação de colónias (cfu) permite estimar o crescimento em termos de células viáveis, pelo 
que, a estimativa do crescimento celular pelo conteúdo em proteína, tióis totais não-proteicos, 
peso seco, actividade ALP e cfu foram as opções neste trabalho (Madigan, 2004; Pelczar, 
1993). 
Os resultados representados na Fig. 4.1A mostram que o conteúdo total em proteínas 
diminuiu significativamente com a temperatura entre 28 e 40 ºC, detectando-se valores 
idênticos em células crescidas a 25 e 28 ºC. No que diz respeito à resposta às nanopartículas, 
observou-se que a presença de NP-TiO2 no meio de cultura em células crescidas a 25 e 30 ºC 
provocou um aumento do conteúdo total em proteínas, apenas significativo (p <0,01) para o 
nível de 1µg/mL no meio de cultura. Contudo, a 28 ºC não foram detectadas diferenças com 
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significado estatístico e a 40 ºC observou-se uma resposta inversa com decréscimo do 
conteúdo total de proteínas no caso da concentração de 1µg/mL (p <0,01).  
No que diz respeito às células expostas ao choque térmico, 28/40 ºC, o nível de 
proteínas mostrou-se significativamente superior ao das células crescidas a 40 ºC, mas o perfil 
de resposta ao agente de stress revelou-se idêntico com significado estatístico para o nível de 
1µg/mL no meio de cultura. Estes resultados sugerem que a temperatura induz morte celular 
traduzida por perda de biomassa que se revelou mais acentuada na presença de NP-TiO2 na 
concentração de 1µg/mL em células crescidas a 40 ºC ou sujeitas a choque térmico 28/40 ºC. 
Quando se descriminou o conteúdo em proteínas do sobrenadante pós-12000 g 
(citoplasmáticas e microssomais), Fig. 4.1B, do conteúdo proteico do sedimento pós-12 000 g 
enriquecido em mitocondrios e peroxissomas, fig 4.1C, as respostas observadas são 
divergentes entre cada fracção. Enquanto que nas proteínas do sobrenadante (Fig. 4.1B) 
ocorreu um perfil de resposta idêntico ao das proteínas totais, com um decréscimo deste 
parâmetro correlacionado com a temperatura entre 25 e 40 ºC (p <0,01; r = 0,95833) e 
recuperação na situação de leveduras submetidas a choque térmico para valores próximos de 
células crescidas a 30 ºC, observou-se a ocorrência de um aumento significativo do conteúdo 
proteico do sedimento (Fig. 4.1C) em todas as situações de temperatura eleitas para este 
estudo, excepto na situação de choque térmico 28/40 ºC que não apresentou diferenças 














































































Figura 4.1- Conteúdo em proteína total (A), do 
sobrenadante (B) e do sedimento (C) pós-12000 g de S. 
cerevisiae UE-ME3 em meio YEPD liquído, na ausência   
e na presença de NP-TiO2 em concentrações de 0,1    e  
1  µg/mL, a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC. Os resultados 
representam a média de cinco experiências 
independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas 
com letras diferentes são significativamente diferentes 
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A presença de NP-TiO2 induziu um aumento das proteínas do sedimento em células 
crescidas a 25, 30 e 28/40 ºC com significado estatístico para qualquer dos níveis de 
concentração, resposta que não foi observada em células de culturas mantidas a 28 e a 40 ºC, 
onde neste último caso até ocorreu um decréscimo significativo para as leveduras expostas a 1 
µg/mL. O acréscimo do conteúdo em proteínas detectado na presença de NP-TiO2 e descrito 
nas três situações anteriores pode de algum modo ser indicador de indução de síntese de novo 
de proteínas, provavelmente ao nível do mitocôndrio, facto que pode sugerir um processo 
activo de morte (Perrone, 2008). 
Pela observação da Fig. 4.2A constata-se um acréscimo significativo da biomassa total 
entre células cultivadas a 25 e a 28 ºC, não se observando flutuações a 25, 30 e 40 ºC (p 
<0,01). A presença de NP-TiO2 contribuiu para um decréscimo do peso seco de células 
crescidas a 28 ºC em qualquer dos níveis de concentração testados, assim como, um 
decréscimo significativo deste parâmetro em células crescidas a 40 ºC e expostas ao nível de 
0,1 µg/mL. Por outro lado, a Fig. 4.2B mostra-nos que o aumento da temperatura entre 25 e 
28 ºC causou um aumento significativo da actividade enzimática fosfatase alcalina que não se 
mostrou afectada em células crescidas a 30 ºC mas que se apresenta com valor residual em 
leveduras crescidas a 40 ºC, 6 % da actividade específica observada a 28 ºC. No que diz 
respeito ao choque térmico 28/40 esta actividade enzimática apresenta o valor controlo mais 
elevado do que a 25, 30 e 40 ºC. Relativamente à resposta à presença de NP-TiO2 no meio de 
cultura, observou-se que estas a 25, 28 e 40 ºC não provocaram alterações com significado 
estatístico, mas a 30 ºC ocorreu um aumento significativo nas células expostas à concentração 
0,1 µg/mL. Em situação de choque térmico, os valores da actividade enzimática ALP 
mostraram-se da mesma ordem de grandeza dos que foram detectados em células crescidas a 
28 ºC, mas neste caso a presença de NP-TiO2 1 µg/mL causou um decréscimo significativo (p 
<0,05) desta actividade catalítica. Os resultados obtidos em termos de fofatase alcalina 
sugerem uma forte inibição da proliferação celular em células cultivadas a 40 ºC quer na 
ausência quer na presença de NP-TiO2. No entanto, os resultados obtidos com leveduras 
sujeitas a choque térmico apontam para um decréscimo significativo da proliferação celular 
em células com exposição a 1 µg/mL de NP-TiO2 durante 200 min. Esta resposta contribuiu 
para confirmar as alterações de crescimento descritas nas Fig. 4.1A e B. No que diz respeito 
ao conteúdo em tióis não-proteicos (Fig. 4.2C) detectou-se um perfil de resposta à 
temperatura semelhante ao das proteínas totais e do citoplasma (Fig. 4.1A e B), com uma 
diminuição significativa deste valor. Mais uma vez a resposta às NP-TiO2 encontra-se 
circunscrita e segregada pela temperatura, embora a 25 e 30 ºC não se detectem alterações 
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com significado estatístico (p <0,01), entre células cultivadas na ausência e presença do 
agente de stress. A 28 e a 40 ºC observou-se um acréscimo significativo deste conteúdo nas 
células expostas às NP-TiO2, que no caso dos 40 ºC só foi significativamente diferente para a 
concentração mais baixa (p <0,01). Em condições de choque térmico observou-se um 











Figura 4.2- Peso seco (A) actividade enzimática ALP (B) e conteúdo em tióis não-proteicos (C) de S. 
cerevisiae UE-ME3 crescidas em YEPD líquido, na ausência   e na presença de NP-
TiO2, 0,1     ou 1    µg/mL a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC; cfu de S. cerevisiae UE-ME3 em 
choque termico 28/40 ºC, diluição 10
-5
 (D). Os resultados representam a média de cinco 
experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras diferentes 
são significativamente diferentes (p <0,01).  
A representação gráfica de Arrhenius (Fig. 4.3) expressa a dependência com a 
temperatura da Vmax de ALP de S. cerevisiae UE-ME3 crescidas em YEPD líquido, na 
ausência e na presença de NP-TiO2 0,1 ou 1 µg/mL entre 25 e 40 ºC, de acordo com a 
equação (6). A actividade ALP, como hidrolase é descrita na literatura como um bom 
marcador do crescimento celular e de aplicação da equação de Arrhenius (Cornish-Bowden, 
2001). O gráfico de Arrhenius construido com valores de temperatura de crescimento da 
levedura a 25, 28, 30 e 40 ºC apresentou nas condições de exposição estudadas, um 
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linear com declive negativo. O ponto de inflexão da curva em torno dos 28 ºC permitiu 
suspeitar que a levedura nativa UE-ME3 exibia no intervalo entre 25 e 28 ºC resposta distinta 
daquela observada no intervalo entre 28 e 40 ºC. Assim, procurou-se realizar um ajuste linear 
dos pontos experimentais em cada um desses intervalos, tendo-se determinado 
comportamento linear com declive positivo ( H
≠
/R) entre 28 e 40 ºC (0,9906 <r <0,9977; Fig. 
4.3B) e declive negativo entre 25 e 28 ºC, resposta comum na ausência e na presença de NP-
TiO2 (Fig. 4.3B). Essas aproximações matemáticas, revelaram ainda que a variação da 
entalpia de formação do complexo de transição ( H
≠
), assumiu valor negativo entre 28 e 40 
ºC (-201,1 kJmol
-1 
na ausência de nanopartículas; -189,8 e -218,3 kJmol
-1
 na presença de NP-
TiO2 0,1 ou 1 µg/mL) e valor positivo entre 25 e 28 ºC (45,8 kJmol
-1 
na ausência de 
nanopartículas; 49,3 e 79,1 kJmol
-1 
na presença de NP-TiO2 0,1 ou 1 µg/mL).  
Embora a variação de entalpia negativa esteja relacionada com eventos pouco usuais, na 
literatura, tais situações tem sido por vezes associadas com a natureza das reacções químicas 
que envolvem a formação e a captura de espécies químicas reactivas, instáveis. Esse é o caso 
da oxidação do óxido nítrico pelo dioxigénio (Olson, 2002) ou da adição de radicais hidroxilo 
a anéis aromáticos (Oracz, 2007; Cheney, 1996). A interpretação deste fenómeno, 
particularmente interessante, merece ser explorada na leitura dos resultados apresentados 
neste trabalho. A H
≠
 determinada entre 25 e 28 ºC pode ser explicada pela geração de ROS 
inevitável para a ocorrência de pulsos de stress oxidativo, regulados por via enzimática, pró-
oxidante como a que envolve LOX, NADH e NADPH oxidases e antioxidantes como CAT T 
e A, GR, SOD e GPx que criam condições óptimas de crescimento para a levedura da estirpe 
UE-ME3 a 28 ºC. No entanto, leveduras crescidas acima dos 28 ºC, em particular a 40 ºC 
poderão ter perdido essa capacidade de gerar pulsos de stress oxidativo, devido a 
desnaturação proteica. Embora a capacidade antioxidante mantida pelo glutationo 
(GSH/GSSG) possa conferir alguma resposta antioxidante, a quantidade disponível em tióis 
totais não-proteicos revelou-se insuficiente para garantir esse poder redox tamponante (Fig. 
4.2C). Nessas condições o ROS formado poderá ter origem não enzimática e conduzir a 
condições de stress oxidativo crónico responsável pelo aumento de danos e consequente 
morte celular. Pelo que, a resposta de S. cerevisiae UE-ME3 à temperatura, aqui estimada pela 
actividade específica ALP, pode envolver a geração de ROS provavelmente por via não 
enzimática. A auto-oxidação de lípidos com geração de espécies radicalares com o aumento 
da temperatura pode ser uma explicação possível. Esta dependência da temperatura de 
processos bioquímicos controla a sobrevivência e o crescimento a todos os níveis de 
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organização desde o indivíduo até à população (Postmus, 2008; Poulsen, 2005; Penninckx, 











Figura 4.3- Dependência da temperatura da Vmax de ALP de S. cerevisiae UE-ME3 crescidas em 
YEPD líquido, na ausência    e na presença de NP-TiO2 0,1    ou 1    µg/mL a 25, 28, 30, 
40, ºC. Representação de Arrhenius de acordo com a equação (6), (A) representa o 
ajuste dos pontos experimentais a uma parábola, (B) representa o ajuste dos pontos 
experimentais a duas rectas desenhadas para os intervalos 25-28 ºC e 28-40 ºC.  
Os organismos vivos regulam as suas actividades enzimáticas e modelam as suas 
interacções com o ambiente para atingir a homeostase. Flutuações mínimas nas condições de 
crescimento que caiam nos limites de tolerância dos sistemas vivos são tamponadas pelos 
componentes neles existentes. No entanto, eventos em que ocorram alterações ambientais 
citotóxicas, activam na célula um programa de resposta apropriado á sua adaptação e 
sobrevivência que inclui a expressão de novas proteínas. O fenómeno de choque térmico é 
descrito como um factor de stress em que ocorre uma variação brusca da temperatura em 
células previamente adaptadas ao seu óptimo de crescimento. A resposta ao choque térmico é 
multifacetada incluindo reorganização metabólica, paragem transitória do crescimento e 
alterações globais na transcrição. Este último componente da resposta é o que tem recebido 
maior atenção ao longo dos anos, atribuindo-lhe alguns autores o papel de via primária pela 
qual adquire termo tolerância, ultrapassando o impacte do stress térmico. No entanto, não se 
encontram frequentemente descritos estudos do efeito do choque térmico em termos 
metabolómicos, razão pela qual se optou pela estratégia descrita na secção 2.  
Os resultados obtidos sugerem que a estirpe UE-ME3, com débil crescimento a 40 ºC, 
mostrou em condições de choque térmico 28/40 ºC, durante 200 min, capacidade para manter 
o nível de proliferação celular próximo daquele que foi observado a 30 ºC, detectados em 
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actividade enzimática ALP. A presença de NP-TiO2, em particular na concentração de 1 
µg/mL no meio de cultura, mostrou uma diminuição significativa nos parâmetros de 
crescimento anteriormente referidos e um aumento no conteúdo em proteínas do sedimento. 
Pelo que, os resultados mostram que as NP-TiO2 associadas ao choque térmico 28/40 ºC em 
células proliferativas, fase exponencial média, causam morte celular na população. 
 
4.1.2 - Capacidade antioxidante não enzimática 
O tripéptido -glutamilcisteinilglicina gerado pelo ciclo do -glutamato, regulado pelo 
enzima glutationo sintetase, é descrito na literatura como sendo um contribuinte eficaz contra 
ROS, via reacção entre grupos sulfidrilo de duas moléculas do tripéptido que originam 
dissulfureto de glutationo, contribuindo assim, para a estabilização do ambiente redutor 
intracelular. Deste modo, a razão GSH/GSSG constitui um bom indicador da evolução do 
ambiente redox na célula em condições de stress, cujo aumento é considerado por diversos 
autores como indicador de stress oxidativo. No entanto, outros constituintes moleculares 
como anéis aromáticos dos polifenóis, podem exibir elevado poder antioxidante devido à 
deslocalização de electrões dessas estruturas químicas poderem capturar espécies radicalares. 
No seguimento do exposto a quantificação da razão GSH/GSSG e da capacidade para capturar 
radicais livres medida pelo DPPH constituem ferramentas úteis para avaliar a resposta celular 
a diversas condições de stress, razão pela qual foram escolhidas neste estudo (Elskens, 1995; 
Penninckx, 2000). 
A Fig. 4.4A revela que a temperatura igual ou superior a 28 ºC, incluindo o choque 
térmico 28/40 ºC, ocorreu uma queda abrupta do conteúdo em GSH (49 %, p <0.01), 
relativamente ao detectado em células crescidas a 25 ºC, a qual poderá eventualmente ser 
explicada por uma inibição do enzima glutationo sintetase, um parâmetro a estudar 
futuramente. Por outro lado, a exposição a NP-TiO2 causou um aumento significativo deste 
conteúdo em células crescidas a 25 e 28 ºC, situação que se repetiu a 40 ºC apenas em células 
crescidas na presença da concentração mais baixa de NP-TiO2 (0,1 µg/mL). O choque térmico 
não provocou alterações significativas neste parâmetro em S.cerevisiae UE-ME3 expostas às 
nanopartículas. Estudos a realizar no futuro deverão ter ainda em consideração novas 
situações de choque térmico. Por outro lado, o nível de GSSG (Fig. 4.4B) decresceu de forma 
linear com a temperatura (r = 0,95241; p <0,01), enquanto que o choque térmico 28/40 ºC o 
manteve na ordem de grandeza dos valores determinados para as leveduras crescidas a 30 ºC. 
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Os resultados obtidos na quantificação de GSH e GSSG estão de acordo com o descrito, para 
células de levedura, na literatura consultada (Izawa, 1995; Jones, 2002; Song, 2006). 
A resposta à presença de NP-TiO2 mostrou-se segregada a cada temperatura de cultura. 
Assim, as nanopartículas provocaram um aumento significativo do nível citoplasmático de 
GSSG em células crescidas a 25, 28, 30 e 40 ºC, no primeiro caso apenas para a concentração 
mais elevada, no segundo caso em qualquer nível de exposição e nas células crescidas à 
temperatura mais elevada observou-se apenas para a menor concentração (0,1 µg/mL). A 
capacidade antioxidante pela estabilização do ambiente redutor intra-celular em S.cerevisiae 
UE-ME3 pode ser avaliada na Fig. 4.4C onde detectamos valores significativamente mais 
baixos a 28 e 30 ºC do que aqueles que foram detectados a 25 ºC. No entanto, em células 
crescidas a 40 ºC observou-se um aumento altamente significativo (67 %; p <0,001) da razão 
GSH/GSSG, comparativamente com as células crescidas a temperatura mais baixa. O choque 
térmico 28/40 ºC manteve o estado redox das leveduras S. cerevisiae UE-ME3 mais uma vez, 
próximo do que foi detectado em leveduras crescidas a 30 ºC. No que diz respeito à exposição 
às NP-TiO2 observou-se um aumento significativo desta razão para as células crescidas a 25 
ºC, na presença de nanopartículas (0,1 µg/mL), embora a 28 e 40 ºC tenha ocorrido um 
decréscimo (p <0,01) desta razão para a concentração mais baixa do agente de stress. Quanto 
ao choque térmico 28/40 ºC a razão GSH/GSSG não sofreu qualquer alteração com 
significado estatístico, tal como foi observado a 30 ºC.  
Apesar da razão GSH/GSSG ter sofrido, nas culturas a 40 ºC, um aumento altamente 
significativo relativamente a todas as outras situações de temperatura em estudo, não parece 
indicador de protecção elevada antioxidante devido ao facto de o conteúdo em tióis totais ser 
o mais baixo de qualquer dos ensaios e o conteúdo em GSSG seguir o mesmo perfil (Figs. 
4.3C e 4.4B). Provavelmente esta situação ocorreu devido a um decréscimo acentuado da 
actividade G6PD, apresentado na Fig. 4.5A que eventualmente contribuiu para a 
indisponibilização de equivalentes redutores sob a forma de NADPH, necessários ao bom 
funcionamento do ciclo de oxidação-redução do glutationo. Quando avaliamos a poder 
antioxidante em termos de capacidade para capturar radicais livres, medida pelo radical 
DPPH  (Fig. 4.4D), constatamos um valor significativamente muito baixo dessa propriedade 
em células crescidas a 40 ºC, facto que suporta a discussão do período anterior. A mesma 
figura revela que a temperatura também provocou um decréscimo, com significado estatístico, 
do poder antioxidante, usualmente correlacionado com os níveis de ascorbato e de polifenóis 
endógenos. O choque térmico manteve esta propriedade em níveis significativamente 
superiores aos detectados nos estudos a 30 e 40 ºC. A exposição a NP-TiO2 revelou também 
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que a 25, 28 e 30 ºC ocorreu um aumento (p <0,01) desta capacidade antioxidante em 
leveduras crescidas a 25 ºC na presença de 1µg/mL e em qualquer das situações de exposição 
a 28 e 30 ºC. No entanto quer a 40 ºC, quer em condições de choque térmico 28/40 ºC não 
foram detectadas alterações significativas pela exposição às nanopartículas. Este não 














Figura 4.4- Conteúdo em glutationo (A) dissulfureto de glutationo (B) razão GSH/GSSG (C) e 
capacidade antioxidante pelo DPPH (D) de células de S. cerevisiae UE-ME3 crescidas 
em meio YEPD liquído, na ausência    e na presença de NP-TiO2 em concentrações de     
0,1   e  1    µg/mL, a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC. Os resultados representam a média de 
cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras 
diferentes são significativamente diferentes (p <0,01). 
4.1.3 – Capacidade antioxidante enzimática 
O ciclo de oxidação-redução do glutationo é constituido por dois enzimas, glutationo 
redutase que repõe os equivalentes redutores sob a forma de GSH e o glutationo peroxidase 
dependente do selénio que metaboliza peróxidos e lipoperóxidos acoplado à conversão do 
GSH em GSSG. A importância deste ciclo prende-se com o facto de contribuir 
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seu funcionamento é assistido pela via das pentoses fosfato e em particular pela glucose 6- 
fosfato desidrogenase que fornece os equivalentes redutores sob a forma de NADPH que 
constituem co-substractos do enzima glutationo redutase. A Fig. 4.5A mostra que a actividade 
G6PD é significativamente maior em células crescidas a 28 e 30 ºC do que a 25 ºC. No 
entanto observou-se uma diminuição significativa desta actividade catalítica quando as células 
foram cultivadas a 40 ºC em qualquer dos tratamentos. O valor de actividade enzimática de 
leveduras em choque térmico é próximo dos que foram obtidos em culturas com temperatura 
estabilizada a 30 ºC. No que diz respeito à presença de NP-TiO2 no meio de cultura não se 
observou qualquer interferência com significado estatístico em células crescidas a 25 ºC, no 
entanto a 28 e 30 ºC ocorreu um aumento significativo da G6PD em leveduras crescidas a 28 
ºC e expostas a 1µg/mL de NP-TiO2, efeito semelhante ao observado em células crescidas a 
30ºC mas expostas à concentração de 0,1 µg/mL. Em S. cerevisiae UE-ME3 sujeitas a choque 
térmico 28/40 ºC detectou-se ainda um decréscimo significativo da G6PD em leveduras 
crescidas na presença de 1µg/mL. Como já foi referido a baixa actividade G6PD a 40 ºC pode 
também ter contribuído para a diminuição da concentração de estado estacionário de GSH 
detectada na Fig. 4.4. Os valores da actividade glutationo redutase (Fig. 4.5B) mostraram-se 










exposição a 0,1 µg/mL de nanopartículas causou um aumento altamente significativo desta 
actividade catalítica, a 25 e 28 ºC, e um decréscimo altamente significativo nas que cresceram 
expostas a 1 µg/mL. No que diz respeito aos resultados obtidos com células crescidas a 30 e 
40 ºC a presença de NP-TiO2 no meio de cultura não provocou alterações significativas. Os 
resultados que mais se destacam relativamente ao glutationo reductase, prende-se com o 
decréscimo significativo e dependente do nível de exposição (r = 0,98132) desta actividade 
enzimática em células de choque térmico expostas ao agente de stress. A actividade GPx (fig 
4.5C), outra marcadora do ciclo do glutationo manifestou-se significativamente mais elevada 
em células crescidas a 28 ºC e em choque térmico 28/40 ºC, detectando-se os valores mais 
baixos em células cultivadas a 30 ºC. A presença de NP-TiO2 no meio de cultura não afectou 
esta actividade catalitica em células crescidas a 25 e 30 ºC, no entanto, células cultivadas a 28, 
40 ºC e em choque térmico 28/40 ºC mostraram um decréscimo significativo quando expostas 
a NP-TiO2 na concentração de 0,1 µg/mL e 1 µg/mL. Os resultados obtidos para a actividade 
enzimática G6PD (Cordier, 2007) estão de acordo com o que é descrito na literatura 
consultada, assim como, os resultados para o GR (Lushchak, 2004) e para a actividade 
enzimática GPx (Tanaka, 2005). 







































A decomposição do peróxido de hidrogénio, subproduto da dismutação do radical anião 
superóxido, em água e dioxigénio pelos enzimas catalases citoplasmática e peroxissomal, 
oxidorredutases antioxidantes é vital para desintoxicação enzimática de ROS pela célula viva. 
A actividade CAT T (Fig. 4.6A) apresenta valores mais elevados em células crescidas a 




), exibindo valores 
significativamente inferiores a 25, 30 e 40 ºC. A exposição a NP-TiO2 causou um aumento 
desta actividade enzimática em células crescidas a 25 e 30 ºC em presença de 1 µg/mL, não 
tendo sido detectada qualquer alteração com significado estatístico, entre células tratadas com 
nanopartículas e o respectivo controlo, crescidas a 28 e 40 ºC. Contudo as células sujeitas a 
choque térmico foram aquelas que apresentaram valor de actividade CAT T mais elevado, 
observando-se apenas um decréscimo significativo em células expostas à concentração de 1 
µg/mL de NP-TiO2, mantendo-se no entanto esse nível de actividade superior à maior parte 
das situações estudadas. Este tipo de resposta sugere morte por processo activo, devido ao 
efeito conjugado do choque térmico com a exposição a nanoparticulas. A Fig. 4.6B mostra-
nos que a catalase peroxissomal, CAT A, apresenta um máximo de actividade específica a 28 











































FFigura 4.5- Actividade glucose 6-fosfato 
desidrogenase (A), glutationo reductase (B) e 
glutationo peroxidase (C) de S. cerevisiae UE-
ME3 em meio YEPD líquido, na ausência    e na 
presença de NP-TiO2 na concentração de 0,1   e 
1  µg/mL, a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC. Os 
resultados representam a média de cinco 
experiências independentes ± desvio-padrão. As 
barras assinaladas com letras diferentes são 
significativamente diferentes (p <0,01). 
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de NP-TiO2 no meio de cultura provocou um decréscimo significativo, para 62 % desta 
actividade catalítica em S. cerevisiae UE-ME3 crescidas a 28 ºC. Resposta inversa foi no 
entanto observada em células cultivadas a 30 ºC. O choque térmico 28/40 ºC levou a que a 
CAT A assumisse valores intermédios entre os determinados a 28 e 40 ºC, ocorrendo um 
decréscimo significativo desta actividade catalítica na presença de NP-TiO2 (r = 0,98979; p 
<0,01). O valor de actividade CAT A determinado em células sujeitas a choque térmico 28/40 
º C, superior ao detectado em qualquer situação estudada excepto em leveduras crescidas a 
28ºC, pode ser devido, em parte, ao eventual aumento da oxidação de lípidos no peroxissoma 
que, em geral, despoleta esta actividade enzimática. Os resultados obtidos para as actividades 
enzimáticas CAT T e CAT A estão de acordo com o que se encontrou descrito na literatura 









Figura 4.6- Actividade catalase T (A), catalase A (B) de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YEPD líquido, 
na ausência    e na presença de NP-TiO2 na concentração de 0,1   e 1    µg/mL, a 25, 28, 
30, 40, 28/40 ºC. Os resultados representam a média de cinco experiências independentes 
± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras diferentes são significativamente 
diferentes (p <0,01). 
4.1.4 – Resposta pró-oxidante 
A oxidação de resíduos acilo polinsaturados por lipoxigenases pode ser responsável pela 
degradação sequencial dos componentes lipídicos dos sistemas membranares, levando à 
formação de lipoperóxidos. A exposição a metais de transição pode também constituir uma 
fonte de ROS geradas por reacções de Fenton (Siedow, 1991; Croft, 1993; Farmer e Ryan, 
1992; Chen, 2000; Berlett, 1997), pelo que, a determinação da actividade LOX e a 
quantificação de ROS e de MDA constituem bons indicadores de alterações pró-oxidantes e 
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Pela representação gráfica da Fig. 4.7A pode-se observar que a actividade específica 
LOX atinge um máximo em células crescidas a 30 ºC e mínimos a 25 e 40 ºC, sendo o valor a 
28 ºC significativamente superior ao registado em células crescidas a 25 ºC. Por outro lado, a 
presença de NP-TiO2 causou um aumento significativo desta actividade catalítica em células 
crescidas a 25 ºC e expostas a 0,1 µg/mL, assim como em células crescidas a 28 ºC mas 
exposta à concentração de 1 µg/mL. Contudo, a 30 ºC observou-se um decréscimo 
significativo da LOX na presença de NP-TiO2 na concentração de 1 µg/mL, não sendo 
detectadas diferenças significativas desta actividade em culturas a 40 ºC. As células em 
choque térmico exibiram valores de actividade LOX idênticos aos determinados a 30 ºC, 
ocorrendo um aumento desta actividade que variou de forma linear com a concentração de 
NP-TiO2 (r = 0,95042). Este facto aponta para um aumento da peroxidação lipídica em 
leveduras crescidas na presença de NP-TiO2 e submetidas a choque térmico 28/40 ºC. A 
quantificação de ROS intra-celular (Fig. 4.7B) revelou um máximo em células crescidas a 28 
ºC na ausência de NP-TiO2 com valores significativamente superiores em células crescidas na 
sua presença, assumindo no entanto, um valor mínimo em células crescidas a 40 ºC, em 
qualquer das situações testadas. A quantidade de ROS determinada a 25 e a 30 ºC é da mesma 
ordem de grandeza e apresenta um perfil de resposta idêntico à presença de NP-TiO2 que 
aumentou linearmente com a concentração deste agente de stress. No entanto, os valores de 
ROS determinados em células submetidas a choque térmico 28/40 ºC, apresentam 
surpreendentemente um nível baixo de ROS, ainda que um pouco superior ao determinado em 
células cultivadas a 40 ºC. Os resultados obtidos para a quantificação de ROS estão de acordo 
como o que vem descrito na literatura (Doudican, 2005). 
A Fig. 4.7C mostra que os níveis de MDA, marcador de danos celulares eram 
significativamente superiores em células crescidas a 25 e 40 ºC relativamente aos 
determinados em culturas crescidas a 28 e 30 ºC. A presença de NP-TiO2 (0,1 µg/mL) em 
células cultivadas a 25 e 28 ºC levou ao aumento da concentração citoplasmática de MDA, 
resposta idêntica também foi observada a 28 e 30 ºC para a exposição a 1 µg/mL. Convém, no 
entanto, destacar o nível de MDA 100 vezes superior ao controlo, detectado em células 
expostas a 1 µg/mL à temperatura de 28 ºC. Aparentemente esta resposta poderá ser 
correlacionada com o decréscimo significativo e acentuado das actividades enzimáticas GR 
(84 %) e GPx (92 %) e consequente abrandamento metabólico do ciclo de oxidação-redução 
do glutationo. No entanto, células em choque térmico 28/40 ºC exibiram valores de MDA 
superiores aos determinados a 28 ºC e inferiores aos quantificados a 40 ºC, com decréscimo 
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significativo para valores vestigiais em leveduras expostas a qualquer dos níveis de NP-TiO2 
testados. 
Apesar de se esperar um aumento de ROS e de danos celulares, estimados pelo MDA, 
em células submetidas a choque térmico 28/40 ºC, tal resposta não foi confirmada pelos 
resultados apresentados nas Fig. 4.7B e C, podendo este facto ser justificado pelos níveis 
elevados de CAT T e moderados de CAT A, correlacionados positivamente com a actividade 
LOX, já descrito anteriormente e que parecem compensar a resposta pró-oxidante da LOX, 
















































































Figura 4.7- Actividade lipoxigenases (A), 
conteúdo em ROS (B) e em malonodialdeído (C) de 
S. cerevisiae UE-ME3 em meio YEPD liquído, na 
ausência  e na presença de NP-TiO2 na 
concentração de 0,1    e 1    µg/mL, a 25, 28, 30, 40 
e 28/40 ºC. Os resultados representam a média de 
cinco experiências independentes ± desvio-padrão. 
As barras assinaladas com letras diferentes são 
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4.2 - Saccharomyces cerevisiae BY4741 
4.2.1 – Crescimento celular 
O crescimento celular da S. cerevisiae BY4741 foi igualmente estimado pelo conteúdo 
em proteína, tióis não-proteicos, peso seco, actividade ALP e cfu, pelos motivos invocados na 
secção 4.1.1. 
Os resultados apresentados na Fig. 4.8A revelam um máximo no conteúdo em proteínas 
de S. cerevisiae BY4741 crescidas a 28 ºC, observando-se ainda um decréscimo significativo 
(p <0,01) deste parâmetro em leveduras crescidas a 30 e 40 ºC. A presença de NP-TiO2 não 
alterou significativamente o conteúdo em proteínas de células crescidas a 25 ºC e 30 ºC. No 
entanto, a 28 ºC observou-se um aumento significativo do conteúdo proteico em células 
expostas a 1 µg/mL de NP-TiO2, resposta semelhante à determinada em células crescidas a 40 
ºC, mas com significado estatístico para qualquer dos níveis de nanopartículas testados. O 
choque térmico 28/40 ºC, não afectou o conteúdo proteico em qualquer das situações em 
































































Figura 4.8- Conteúdo de proteína total (A), do 
sobrenadante (B) e do sedimento (C) pós-12000 
g de S. cerevisiae BY4741 em meio YEPD 
liquído, na ausência    e na presença de NP-TiO2 
na concentração de 0,1    e 1    µg/mL, a 25, 28, 
30, 40, 28/40 ºC. Os resultados representam a 
média de cinco experiências independentes ± 
desvio-padrão. As barras assinaladas com letras 
diferentes são significativamente diferentes (p 
<0,01). 
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No que diz respeito ao conteúdo proteico do sobrenadante pós-12000 g (Fig. 4.8B) 
observou-se um perfil de resposta idêntico ao do conteúdo total em proteínas, excepto na 
situação de choque térmico 28/40 ºC onde as células expostas a NP-TiO2 exibem um 
decréscimo com significado estatístico desse conteúdo (p <0,01). Porém, o nível proteico 
determinado no sedimento (Fig. 4.8C) revelou um máximo a 28 ºC com valores 
significativamente menores em células crescidas a 25, 30, 40 e expostas ao choque térmico 
28/40 ºC. Um aumento significativo das proteínas do sedimento pós-12000 g (Fig. 4.8C) foi 
detectado em células crescidas a 40 ºC para os dois níveis de exposição e apenas para o nivel 
de 1 µg/mL de NP-TiO2 em células crescidas a 28 ºC e em choque térmico. A resposta 
observada no sedimento, rico em mitocôndrios e peroxissomas, de S. cerevisiae BY4741 
expostas a choque térmico e 1 µg/mL de NP-TiO2 é comum ao que foi descrito para a estirpe 
nativa UE-ME3. 
Quando se avalia a produção de biomassa, em termos de peso seco (Fig. 4.9A), em 
função da temperatura constata-se um decréscimo significativo deste parâmetro nas leveduras 
da estirpe BY4741 crescidas entre 25 e 40 ºC, resposta que foi acentuada em células sujeitas a 
choque térmico. A presença de NP-TiO2 no meio de cultura contribuiu para aumentar 
significativamente o peso seco (Fig. 4.9A) de células crescidas a 28, 30 e choque térmico 
28/40 ºC, significativo a 28 ºC para os dois níveis de nanopartículas testados e apenas para 
NP-TiO2 (1 g/ml) para os outros casos, sem contudo atingir o valor máximo registado para 
as leveduras crescidas a 25 ºC. A resposta às NP-TiO2 por S. cerevisiae BY4741 em 
condições de choque térmico 28/40 ºC não indiciam morte celular como observado em S. 
cerevisiae UE-ME3, provavelmente porque a temperatura óptima de crescimento da estirpe 
BY4741 será próxima dos 25 ºC e a 40 ºC mostra melhor adaptabilidade ambiental. A Fig. 
4.9B revela um óptimo de actividade ALP a 25 ºC, valor que diminuiu significativamente (p 
<0,01) em células crescidas entre 25 e 40 ºC. Contudo, na presença de NP-TiO2 observou-se 
um aumento com significado estatístico desta actividade enzimática de células crescidas a 28 
(1 g/mL), 30 e 40 ºC (0,1 e 1 g/mL), para valores próximos do óptimo, indicador de uma 
melhor sobrevivência da estirpe BY4741, às nanopartículas. No entanto, células expostas ao 
choque térmico 28/40 ºC e NP-TiO2 (1 g/mL) revelaram um decréscimo com significado 
estatístico deste parâmetro, marcador de proliferação celular. Quanto ao conteúdo em tióis 
não-protéicos (Fig. 4.9C), o óptimo de actividade manifestou-se a 28 ºC, detectando-se 
valores menores a 25, 30 e 40 ºC (p <0,01). A presença de NP-TiO2 provocou um decréscimo, 
com significado estatístico, deste conteúdo em células crescidas a 25 e 28 ºC e expostas a 0,1 
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µg/mL de NP-TiO2 no primeiro caso e em qualquer das situações de exposição no segundo. 
Contudo, a 30 e 40 ºC as nanoparticulas exerceram um efeito contrário, levando a um 
aumento da disponibilidade celular em tióis não-proteicos (p <0,01). O choque térmico 28/40 
ºC induziu também um aumento deste conteúdo para níveis idênticos ao óptimo, embora a 
presença de NP-TiO2 no meio de cultura tenha causado um decréscimo significativo do 
parâmetro, que também foi revelado em termos de cfu (fig 4.9D). Esta resposta também 














   
 
 
Figura 4.9- Peso seco (A), actividade enzimática fosfatase alcalina (B), conteúdo em tióis não-
proteicos (C) de S. cerevisiae BY4741 crescidas em YEPD liquído, na ausência    e na 
presença de NP-TiO2  0,1    ou 1    µg/mL a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC; cfu de S. cerevisiae 
BY4741 em choque térmico 28/40 ºC diluição 10
-5 
(D). Os resultados representam a 
média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com 
letras diferentes são significativamente diferentes (p <0,01).  
A representação gráfica de Arrhenius (Fig. 4.10) expressa a dependência com a 
temperatura da Vmax de ALP de S. cerevisiae BY4741, crescidas em YEPD líquido, na 
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equação (6). À semelhança da opção descrita na secção 4.1.1 escolheu-se a hidrolase ALP por 
ser descrita na literatura como um bom marcador da proliferação celular e de aplicação da 
equação de Arrhenius (Cornish-Bowden, 2001). O referido gráfico, construido com valores de 
temperatura de crescimento da levedura a 25, 28, 30 e 40 ºC, apresentou em todas as 
condições de exposição estudadas um comportamento diferente do que foi observado com a 
estirpe UE-ME3 e do ajuste linear dos pontos com declive negativo, como se prevê pela 
equação teórica. A figura 4.10 revela que o ajuste linear dos pontos experimentais entre 25 e 
28 ºC, apresenta declive positivo ( H
≠
/R) para qualquer das situações estudadas (10,6; 3,2 e 
7,4 na ausência e na presença de nanopartículas). Contudo, entre 28 e 40 ºC observou-se 
comportamento linear (0,7127 < r<1 ; Fig. 4.10) com alteração do declive positivo para 2,4 na 
ausência de nanopartículas, e declive negativo (-0,5 e -0,9) na presença de NP-TiO2, pelo que, 
o cálculo da variação da entalpia ( H
≠
), assumiu valores negativos entre 25 e 28 ºC (-88,4 
kJmol
-1
 na ausência de nanopartículas; -26,3 e -61,2 kJmol
-1
 na presença de NP-TiO2 0,1 ou 1 
µg/mL) e entre 28 e 40 ºC (-19,4 kJmol
-1
) na ausência de nanopartículas. Contudo, em 
presença de NP-TiO2 (0,1 ou 1 µg/mL) os valores de H
≠
 tornaram-se positivos (4,7 e 7,4 
kJmol
-1











A literatura atribui a alteração do valor do declive detectado na ausência de 
nanopartículas, ao facto de para temperatura superior a 28 ºC, factores do meio poderem levar 
a resposta a ser controlada por outro(s) passo(s) limitante(s) (Sugiyama, 2000; Jamieson, 
1995). Tal como discutido na secção 4.1.1 a variação de entalpia negativa pode ser 
relacionada com eventos químicos pouco usuais sendo associada a distinta origem de ROS 
(Olson, 2002; Oracz, 2007; Cheney, 1996). A H
≠
 negativa na ausência de NP-TiO2 em 
ambos os intervalos de temperatura pode ser explicada por origem de ROS 
        40                                    30    28         25               (ºC) 
               |                                                                 |            |                   | 
Figura 4.10- Dependência da temperatura da 
Vmax de ALP de S. cerevisiae BY4741 
crescidas em YEPD líquido, na ausência    e 
na presença de NP-TiO2 0,1    ou 1    µg/mL a 
25, 28, 30, 40 ºC. Representação de Arrhenius 
de acordo com a equação (6). 
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predominantemente não enzimática. Por outro lado, H
≠
 positiva observada em células 
crescidas entre 28 e 40 ºC na presença de NP-TiO2, 0,1 e 1 g/mL, ainda que com valores 
inferiores a 10 kJmol
-1
, parece ser determinada pelo controlo enzimático de ROS, em 
particular pelo enzima G6PD que modela a disponibilização de equivalentes redutores sob a 
forma de NADPH que assistem ao funcionamento do ciclo do glutationo (Fig. 4.12A). Este 
facto parece ser corroborado pelo aumento da capacidade antioxidante medida pela razão 
GSH/GSSG, embora essa capacidade tamponante não seja suficiente para reverter a 
sobrevivência para valores idênticos aos detectados em S. cerevisiae BY4741crescidas a 25 
ºC, devido ao decréscimo do conteúdo em tióis não-proteicos (Fig 4.9). 
 
4.2.2 – Capacidade antioxidante não enzimática 
O poder antioxidante na célula pode ser estimado pela razão GSH/GSSG bem como 
pela capacidade para capturar o radical sintético estável DPPH . Assim, estas duas abordagens 
foram eleitas para avaliar a resposta de S. cerevisiae BY4741 a alterações de temperatura e ao 
stress induzido por NP-TiO2, à semelhança do que foi realizado com a estirpe UE-ME3. 
A figura 4.11A revela que o conteúdo em GSH diminuiu linearmente com a temperatura 
entre 25 e 40 ºC (r = 0,98346). A exposição a NP-TiO2 de células crescidas a 25 ºC causou 
um decréscimo significativo deste conteúdo para os dois níveis testados (0,1 e 1 g/mL), 
ocorrendo apenas resposta idêntica para a concentração mais baixa em células crescidas a 28 
ºC. Porém, a 30 e 40 ºC observou-se um aumento do conteúdo em GSH para a menor 
concentração de exposição e no caso das culturas mantidas a 40 ºC para os dois níveis 
testados. No entanto, células em choque térmico apresentaram conteúdo em GSH superior ao 
óptimo de 25 ºC. Para além disso, os níveis de GSH permaneceram iguais ou superiores aos 
aos determinados a 28 ºC, apesar de terem diminuído, com significado estatístico, em células 
tratadas com NP-TiO2. O perfil de resposta na estirpe BY4741 mostrou-se significativamente 
distinto do que foi detectado para a estirpe UE-ME3, onde não encontrámos uma relação 
linear entre o conteúdo em GSH e a temperatura. A figura 4.11B revela um máximo de 
concentração em dissulfureto de glutationo a 28 ºC e um mínimo a 40 ºC. Esta resposta sugere 
que ocorreu um aumento do nível intra-celular de peróxidos e lipoperóxidos à temperatura de 
28 ºC o qual diminui em células crescidas a 40 ºC. A exposição a NP-TiO2 provocou em 
células crescidas a 25 ºC um decréscimo do conteúdo em GSSG para o nivel de 0,1 µg/mL e 
um aumento para o nível mais elevado (p <0,01). Em células crescidas a 30 e 40 ºC a 
presença de NP-TiO2 induziu um aumento significativo para qualquer nível de exposição, 
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enquanto que a 40 ºC esse aumento apenas ocorreu para o nível de exposição mais baixo. As 
células em choque térmico apresentam um teor em GSSG superior ao que foi detectado em 
todas as situações em estudo, excepto para a temperatura de 28 ºC que é inferior (p <0.01). A 
resposta à presença de NP-TiO2 no meio de cultura traduziu-se por um decréscimo linear com 
o nivel de exposição, tal como foi observado em células crescidas a 28 ºC. O perfil de 
resposta à temperatura e às NP-TiO2 mostrou-se parcialmente sobreponível com o descrito 
para a estirpe UE-ME3 excepto na resposta às nanopartículas em células crescidas a 28 ºC. A 
avaliação da estabilização do ambiente redutor celular pelo glutationo (Fig. 4.11C) apresentou 
um óptimo a 25 ºC e um mínimo em células crescidas a 28 ºC, ocorrendo a 30 ºC e 40 ºC 
valores intermédios, significativamente diferentes entre si e dos valores detectados a 25 e 28 
ºC. A presença de NP-TiO2 induziu um aumento do poder redutor em células crescidas a 25 
ºC e expostas à concentração de 0,1 µg/mL e em células crescidas a 28 e 40 ºC expostas à 
concentração de NP-TiO2 mais elevada.  





















































































Figura 4.11- Conteúdo em glutationo (A) dissulfureto de glutationo (B) razão GSH/GSSG (C) e 
DPPH (D) de S. cerevisiae BY4741 em meio YEPD liquído, na ausência  e na 
presença de NP-TiO2 na concentração de 0,1    e 1    µg/mL, a 25, 28, 30, 40, 28/40 
ºC. Os resultados representam a média de cinco experiências independentes ± desvio-
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O choque térmico levou os valores da razão GSH/GSSG para próximos dos que foram 
determinados a 25 ºC, embora significativamente inferiores aos detectados a essa temperatura. 
A presença de NP-TiO2 causou no entanto um decréscimo significativo da razão GSH/GSSG, 
resposta que não foi observada na estirpe UE-ME3.  
A capacidade antioxidante estimada pelo DPPH diminuiu linearmente com a 
temperatura de exposição, tal como foi observado para a estirpe UE-ME3. Contudo, a 
presença de NP-TiO2 provocou um decréscimo desta resposta antioxidante em células 
cultivadas a 28 ºC e expostas à concentração de NP-TiO2 0,1 µg/mL, comportamento 
significativamente contrariado a 40 ºC. As células em choque térmico apresentaram, no 
entanto, um valor da capacidade para capturar radicais livres muito superiores a qualquer das 
situações estudadas. Porém, a exposição a NP-TiO2 levou a um decréscimo significativo e 
correlacionável com o nível de exposição deste parâmetro, um perfil distinto do que foi 
observado em S.cerevisiae UE-ME3. Apesar da capacidade antioxidante, medida pela razão 
GSH/GSSG e pelo DPPH, diminuir na presença de NP-TiO2 em células sujeitas a choque 
térmico, a sua ordem de grandeza permaneceu superior à observada em células crescidas entre 
28 e 40 ºC, pelo que a estirpe BY4741 parece exibir melhor capacidade adaptativa à presença 
de NP-TiO2 em condições de choque térmico do que a que foi detectada na estirpe UE-ME3. 
 
4.2.3 – Capacidade antioxidante enzimática 
A resposta antioxidante garantida pelo funcionamento do ciclo de oxidação-redução do 
glutationo assistido pelo enzima glucose 6-fosfato desidrogenase, regulador da via das 
pentoses fosfato, foi também avaliada em S. cerevisiae BY4741 crescidas em diferentes 
condições de temperatura e de exposição a NP-TiO2.  
A figura 4.12A revela um óptimo de actividade G6PD em células crescidas a 28 ºC e 
um mínimo a 40 ºC. A presença de NP-TiO2 não afectou esta actividade enzimática a 25 e 28 
ºC. Contudo, a 30 ºC observou-se um aumento em células expostas a 1 µg/mL e a 40 ºC um 
aumento em qualquer das situações de exposição (p <0,01). Células em choque térmico 
apresentaram valores de actividade iguais ao óptimo, mas diminuíram na presença de NP-
TiO2 (1 µg/mL). Quando avaliamos a influência da temperatura sobre a actividade glutationo 
redutase (Fig. 4.12B) encontramos valores mais elevados a 25 e 28 ºC que não foram 
perturbados significativamente pela presença de NP-TiO2. Contudo, os valores de actividade 
GR determinados a 30 e 40 ºC foram significativamente inferiores aos estimados para células 
cultivadas a temperatura mais baixa (p <0,01). A 30 ºC observou-se ainda um decréscimo 
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significativo em células expostas à concentração de 0,1 µg/mL, enquanto que a 40 ºC se 
observou a resposta inversa. Em condições de choque térmico 28/40 ºC observou-se um valor 
de actividade sem diferenças significativas dos observados a 25 e 28 ºC, mas um aumento 
linear (r = 0.98132) desta actividade cata lítica com o nível de exposição a nanopartículas. A 
resposta observada em choque térmico por estes enzimas pode ter condicionado a reposição 
de GSH devido à pouca disponibilidade em equivalentes redutores produzidos pelo G6PD 
sendo distinta daquela que foi observado em UE-ME3, facto que pode de algum modo 
explicar a melhor adaptação ao choque térmico 28/40 ºC exibido pela S.cerevisiae BY4741. A 
observação da figura 4.12C mostra um máximo de actividade catalítica GPx em células 
crescidas a 28 ºC que parece explicar os níveis de GSSG elevados que foram detectados a 
essa temperatura. A actividade GPx desceu, com significado estatístico (p <0,01), para 
aproximadamente metade do máximo a 28 ºC em células crescidas a 30, 40 ºC e choque 
térmico 28/40 ºC, não se tendo também detectado, nestas condições de temperatura, alterações 










































Figura 4.12- Actividades glucose 6-fosfato 
desidrogenase (A) glutationo reductase (B) e 
glutationo peroxidase (C) de S. cerevisiae 
BY4741 em YEPD liquído, na ausência   e na 
presença de NP-TiO2 na concentração   de 0,1   e     
1 µg/mL, a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC. Os 
resultados representam a média de cinco 
experiências independentes ± desvio-padrão. As 
barras assinaladas com letras diferentes são 
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A desintoxicação de ROS pela célula viva por via enzimática envolve oxidorredutases 
citoplasmáticas e peroxissomais, designadas por catalases T e A que reconhecem o peróxido 
de hidrogénio como substrato e o decompõem em água e dioxigénio. Uma caracterização 
complementar da resposta antioxidante enzimática à assumida pelo ciclo de oxidação-redução 
do glutationo, envolve também a determinação do perfil de resposta dessas hemoproteínas 
que merece ser avaliado em conjunto com a GPx. Por esse motivo também se optou nesta 
secção por avaliar e caracterizar a resposta das catalases a alterações de temperatura e à 
presença de nanopartículas no meio de cultura. 
 A análise da figura 4.13A revela um máximo de actividade CAT T em células 
crescidas a 28 ºC e um mínimo em leveduras cultivadas a 40 ºC. A presença de NP-TiO2 (0,1 
µg/mL) causou a 25 ºC um aumento da catalase citoplasmática. No entanto, foi detectada 
resposta inversa em células crescidas a 25 e 30 ºC na presença de NP-TiO2 (1 µg/mL). Por 
outro lado, a 28 ºC ocorreu um decréscimo com significado estatístico em células crescidas na 
concentração menor de NP-TiO2 e a 40 ºC a presença das nanoparticulas no meio de cultura, 
não causou alterações com significado estatístico (p <0,01). Em condições de choque térmico, 
o valor de actividade mostrou-se semelhante aos controlos a 28 e 30 ºC, não ocorrendo 
alterações significativas desta actividade em células que cresceram na presença de NP-TiO2. 
Neste caso, o perfil de resposta à temperatura mostrou-se semelhante ao determinado em S. 
cerevisiae UE-ME3, todavia a resposta às NP-TiO2 foi distinta em BY4741. A figura 4.13B, 
mostra um máximo de actividade CAT A a 25, 28 e 40 ºC e um mínimo em leveduras 
crescidas a 30 ºC. A exposição a NP-TiO2 provocou para qualquer dos níveis testados um 
decréscimo com significado estatístico desta actividade enzimática a 25, 28 e 40 ºC, 
contrariado apenas em células crescidas a 30 ºC e expostas a NP-TiO2 (1 µg/mL) onde se 
observou um acréscimo significativo (p <0,01). O choque térmico levou a que os valores de 
controlo ficassem próximos dos que foram determinados a 30 ºC, mas com queda 
significativa desta actividade enzimática em leveduras crescidas na presença de NP-TiO2 
(1µg/mL), perfil de resposta idêntico ao que foi observado na estirpe UE-ME3 e que traduz 
perda de capacidade antioxidante, eventualmente responsável por morte celular. Convêm 
ainda destacar que os valores da actividade catalase detectados nesta estirpe foram muito 
inferiores aos detectados na estirpe UE-ME3, pelo que flutuações destas actividades catalíticas 
na resposta à temperatura e ao stress pelas NP-TiO2 poderão não reflectir um efeito tão 
relevante na sobrevivência celular como o que foi observado na estirpe UE-ME3. 
 
 















4.2.4 – Resposta pró-oxidante  
As lipoxigenases ao reconhecerem resíduos acilo polinsaturados como substrato, 
convertendo-os em lipoperóxidos, contribuem, como referido na secção 4.1.1, para a 
degradação de componentes lipídicos membranares, comprometendo o papel da 
compartimentação celular na regulação metabólica da célula eucariota, podendo ainda 
contribuir para aumentar os níveis intracelulares de ROS. Assim, a quantificação da 
actividade LOX, dos níveis de MDA e de ROS para caracterizar a resposta da S. cerevisiae 
BY4741 ao stress pela temperatura e nanopartículas, como marcadores de alterações pró-
oxidantes e de danos celulares, é indispensável pelos motivos invocados na secção 4.1.1 para 
a estirpe UE-ME3. 
Pela Fig. 4.14A pode detectar-se um máximo de actividade LOX em leveduras 
crescidas a 40 ºC, facto que poderia estar correlacionado com um aumento da peroxidação 
lipídica, não confirmado pelos níveis de MDA detectados para esta situação e representados 
na Fig. 4.14B. Os valores de actividade LOX detectados em células crescidas nas outras 
condições de temperatura não diferem significativamente entre si (p <0,01). Contudo, em 
células crescidas a 25 ºC, na presença de qualquer nível de NP-TiO2, observou-se um 
aumento desta actividade catalítica, resposta que se repetiu a 28 ºC mas apenas para o nível de 
exposição de NP-TiO2 (0,1 µg/mL). Em leveduras crescidas a 28 ºC e expostas a NP-TiO2 (1 
µg/mL), assim como a 40 ºC mas para qualquer dos níveis de exposição às nanopartículas, 














































Figura 4.13- Actividades catalase T (A) e catalase A (B) de S. cerevisiae BY4741 em YEPD 
liquído, na ausência   e na presença de NP-TiO2 na concentração de 0,1    e         
1   µg/mL, a 25, 28, 30, 40, 28/40 ºC. Os resultados representam a média de 
cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com 
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presença de NP-TiO2 (1 µg/mL), apresentaram aumento significativo desta actividade 
catalítica, resposta que aparentemente não explica os baixos conteúdos de MDA detectados 
em choque térmico (Fig. 4.14C). A formação de outros aldeídos, produtos da peroxidação 
lipídica e não detectados pelo método utilizado neste estudo, que quantifica apenas o 
malonodialdeído, pelo que, deverá ser confirmada em estudos posteriores. Na mesma figura 
(4.14C) pode-se no entanto observar um aumento significativo do conteúdo intra-celular de 
MDA, marcador de danos celulares, 28 e 30 ºC com quebra significativa em células crescidas 
a 40 ºC. A presença de NP-TiO2 conduziu a um aumento significativo do conteúdo intra-
celular em MDA de células crescidas a 25, 28 e 40 ºC, sendo no segundo caso apenas 
















O nível de ROS (Fig. 4.14B) quantificado em S. cerevisiae BY4741 aumentou 
significativamente entre 25 e 30 ºC, tendo ocorrido uma queda acentuada em células crescidas 
a 40 ºC. A presença de NP-TiO2 (1 µg/mL) aumentou significativamente a quantidade de 
ROS em células crescidas a 25, 28 e 30 ºC. S. cerevisiae BY4741 submetidas a choque 
térmico 28/40 ºC apresentaram nível de ROS significativamente inferior ao detectado em 
























































Figura 4.14- Actividade lipoxigenases (A) 
conteúdo em ROS (B) e em malonodialdeído (C) 
de S. cerevisiae BY4741 em meio YEPD liquído, 
na ausência  e na presença de NP-TiO2 na 
concentração de 0,1    e 1     µg/mL, a 25, 28, 30, 
40, 28/40 ºC. Os resultados representam a média 
de cinco experiências independentes ± desvio-
padrão. As barras assinaladas com letras diferentes 
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40 ºC, não ocorrendo resposta com significado estatístico à presença de NP-TiO2. Ainda que 
os níveis baixos de ROS detectados a 40 ºC e em choque térmico, bem como, de MDA em 
choque térmico possam ser justificados pelo acréscimo significativo (p <0,01) de CAT T, o 
baixo nivel desta actividade não justifica por si só esta protecção como foi inferido para S. 
cerevisiae UE-ME3. Provavelmente a capacidade para capturar radicais livres medida pelo 
DPPH poderá vir de outra contribuição complementar endógena. 
  




O crescimento biológico é um processo extremamente complexo influenciado pelos 
mesmos factores que regulam qualquer reacção orgânica em meio aquoso. Embora seja 
impossível equacionar de forma precisa todas as reacções que se dão na célula em 
crescimento é possível descrever o processo em termos do estado inicial de substâncias que 
fazem parte da composição das células em formação e do seu estado final que engloba células 
e outros produtos do crescimento. Apesar de o ambiente interno dos organismos unicelulares 
garantir a estabilidade necessária para um crescimento o mais ordenado possível, alterações 
drásticas no meio circundante podem romper a estabilidade do ambiente celular interno, 
afectando funções críticas e assim perturbar o seu crescimento normal. A S. cerevisiae, tem 
sido considerada um bom modelo eucarionte para a investigação de mecanismos específicos 
de resposta ao stress ambiental. No entanto, a influência da temperatura, em particular do 
choque térmico e do efeito conjugado com a exposição a nanopartículas não se encontra 
descrita na literatura numa perspectiva integrada do metabolismo pró e anti-oxidativo. Assim, 
espera-se que as conclusões inovadoras expostas neste capítulo, possam contribuir para 
ampliar os conhecimentos sobre o controlo da proliferação celular de eucariotas pela 
temperatura e nanopartículas. 
 Os resultados discutidos na secção 4.1 indicam que o aumento da temperatura acima 
de 28 ºC induziu morte celular de S. cerevisiae UE-ME3, tendo as células atingido o seu 
óptimo de crescimento a 28 ºC e a menor sobrevivência a 40 ºC, acentuada na presença de 
NP-TiO2 na concentração de 1µg/mL, comportamento reflectido pelo decréscimo no conteúdo 
em proteínas total e do sobrenadante pós-12000 g, peso seco, tióis não-proteicos e actividades 
enzimáticas ALP, G6PD, GR, GPx, CAT T e CAT A.  
 A representação de Arrhenius mostrou que a H
≠ 
associada a proliferação celular, em 
termos de actividade ALP, assumiu valores positivos entre 25 e 28 ºC, enquanto que entre 28 
e 40 ºC tomou valores negativos. Estes resultados evidenciam um óptimo de crescimento da 
estirpe UE-ME3 a 28 ºC, assegurado por pulsos de stress oxidativo, regulados por vias 
enzimáticas, pró e antioxidantes. No entanto, leveduras crescidas acima dos 28 ºC, em 
particular a 40 ºC, poderão ter perdido essa capacidade de gerar pulsos de stress oxidativo, 
devido a desnaturação proteica. Nessas condições o ROS formado poderá ter sido de origem 
não enzimática e conduzir a condições de stress oxidativo crónico responsável pelo aumento 
de danos e consequente morte celular. 
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 O nível de ROS intra-celular apresentou um máximo em células crescidas a 28 ºC na 
ausência de NP-TiO2 com aumento significativo desse valor em células crescidas na sua 
presença, em qualquer temperatura testada, excepto a 40 ºC onde assumiu valores residuais. 
Níveis elevados de ROS de origem enzimática parecem, mais uma vez, indispensáveis para 
S.cerevisiae UE-ME3 alcançar o seu óptimo de crescimento. No entanto, o nível de ROS 
determinado em células submetidas a choque térmico 28/40 ºC, apresentam 
surpreendentemente um valor baixo, ainda que um pouco superior ao determinado em células 
cultivadas a 40 ºC.  
 S.cerevisiae UE-ME3, proliferativas, sujeitas a choque térmico 28/40 ºC, durante 200 
min, responderam à exposição a NP-TiO2 (1µg/mL) com aumento da morte celular expressa 
no decréscimo do conteúdo em proteínas total e do sobrenadante pós-12000 g, peso seco, tióis 
não-proteicos, ou das actividades enzimáticas ALP, G6PD, GR, GPx, CAT T e CAT A. 
 O choque térmico 28/40 ºC conjugado com a exposição de S.cerevisiae UE-ME3 a NP-
TiO2 conduziu ao aumento do conteúdo em proteínas do sedimento pós-12000 g, um 
indicador de síntese de novo de proteínas, provavelmente ao nível do mitocôndrio e do 
peroxissoma, facto que em conjunto com os níveis elevados de CAT T, sugere um processo 
activo de morte nestas condições de ensaio. 
 O choque térmico 28/40 ºC e a exposição de S.cerevisiae UE-ME3 a NP-TiO2 parecem 
não influenciar a capacidade tamponante redox mediada pelo glutationo, uma vez que não 
causaram alterações na razão GSH/GSSG.  
 S.cerevisiae UE-ME3 em choque térmico 28/40 ºC exibiram valores de actividade 
LOX idênticos aos determinados a 30 ºC, bem como um aumento linear desta actividade 
catalítica com o nível de exposição a NP-TiO2, facto que aponta para um aumento da 
peroxidação lipídica. No entanto, as células em choque térmico 28/40 ºC exibiram valores de 
MDA superiores aos determinados a 28 ºC e inferiores aos quantificados a 40 ºC, com 
decréscimo significativo para valores vestigiais nas leveduras expostas a qualquer dos níveis 
de NP-TiO2. Apesar de se esperar um aumento de ROS e de danos celulares, estimados pelo 
MDA, em células submetidas a choque térmico 28/40 ºC, tal resposta não foi confirmada, 
podendo este facto ser justificado pelos níveis elevados de CAT T e moderados de CAT A, 
correlacionados positivamente com a actividade LOX e que parecem compensar a resposta 
pró-oxidante deste enzima. 
Os resultados discutidos na secção 4.2 mostram que o aumento da temperatura acima do 
intervalo 25-28 ºC induziu morte celular, razão pela qual se pode inferir que as células de S. 
cerevisiae BY4741 exibem o seu óptimo de crescimento algures nesse intervalo de 
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temperatura e menor sobrevivência a 40 ºC, comportamento que se reflectiu no decréscimo do 
conteúdo em proteínas total, do sobrenadante e sedimento pós-12000 g, peso seco, tióis não-
proteicos e actividades enzimáticas, ALP, G6PD, GR, GPx e CAT T. Convém, no entanto, 
referir que alterações significativas dos marcadores de morte celular detectadas a 40 ºC 
assumiram valores mais próximos dos detectados no intervalo óptimo de crescimento, 25-28 
ºC, revelando deste modo uma melhor sobrevivência a 40 ºC do que a estirpe UE-ME3.    
Contudo, na presença de NP-TiO2 observou-se um aumento com significado estatístico 
da actividade ALP de células crescidas a 28 (1 g/mL), 30 e 40 ºC (0,1 e 1 g/mL), para 
valores próximos do óptimo, indicador de uma melhor sobrevivência da estirpe BY4741, às 
nanopartículas. 
A representação de Arrhenius apresentou em todas as condições de exposição estudadas 
um comportamento divergente do observado com a estirpe UE-ME3 e do ajuste linear dos 
pontos com declive negativo, como se prevê pela equação teórica. Nesse contexto a H
≠
 
negativa na ausência e na presença de nanopartículas entre 25 e 28 ºC evidencia ausência de 
pulsos de ROS despoletados por processos enzimáticos. Contudo, entre 28 e 40 ºC, a alteração 
no declive detectado na ausência de nanopartículas, ainda que continue a conduzir a H
≠
 
negativa, pode ser interpretada como o crescimento de células BY4741 poder ser controlado 
por outro(s) passo(s) limitante(s). Porém, no intervalo entre 28 e 40 ºC, mas em presença de 
NP-TiO2 (0,1 ou 1 µg/mL) os valores de H
≠
 tornaram-se positivos, como espectável pelo 
modelo de Arrhenius. A H
≠
 positiva, ainda que com valores inferiores a 10 kJmol
-1
, parece 
ser determinada pelo controlo enzimático de ROS, em particular pelo enzima G6PD que 
modela a disponibilização de equivalentes redutores sob a forma de NADPH que assistem ao 
funcionamento do ciclo do glutationo. Este facto parece ser corroborado pelo aumento da 
capacidade antioxidante medida pela razão GSH/GSSG, embora insuficiente para reverter a 
sobrevivência para valores idênticos aos detectados a 25 ºC, provavelmente devido ao 
decréscimo do conteúdo em tióis não-proteicos. 
A estabilização do ambiente redutor celular pelo glutationo apresentou um óptimo a 25 
ºC e um mínimo a 28 ºC. A presença de NP-TiO2 induziu um aumento da razão GSH/GSSG 
em células crescidas a 25 ºC e expostas à concentração de 0,1 µg/mL e em células crescidas a 
28 e 40 ºC expostas à concentração de NP-TiO2 mais elevada. No entanto, em qualquer dos 
casos a capacidade antioxidante do glutationo assumiu valores significativamente inferiores 
aos detectados na estirpe UE-ME3. A capacidade para capturar radicais livres medida pelo 
DPPH parece ser significativamente superior na estirpe BY4741 onde, a estabilização do 
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ambiente redutor celular poderá ser regulada por via química em que estejam envolvidos, por 
exemplo, compostos fenólicos. Esta resposta adaptativa poderá justificar em parte a maior 
tolerância ao aumento da temperatura revelado pela estirpe BY4741. 
 Convêm destacar que os valores da actividade catalase (T e A) detectados na estirpe 
BY4741 foram muito inferiores aos determinados na estirpe UE-ME3, pelo que flutuações 
destas actividades catalíticas na resposta à temperatura e ao stress pelas NP-TiO2 poderão não 
reflectir um efeito tão relevante na sobrevivência celular como o que foi observado na estirpe 
UE-ME3. 
 O máximo de actividade LOX determinado em leveduras crescidas a 40 ºC, não 
correlacionável com os níveis de MDA, corrresponde no entanto ao mínimo de sobrevivência, 
enquanto a actividade LOX detectada nas outras condições de temperatura não difere 
significativamente entre si. A presença de NP-TiO2 provocou um aumento da LOX a 25 e 28 
ºC, significativo para qualquer nível de exposição e a 25 ºC apenas para 0,1 µg/mL. Por outro 
lado, observou-se um decréscimo desta actividade enzimática em leveduras crescidas a 28 ºC 
e expostas a NP-TiO2 (1 µg/mL), assim como a 40 ºC mas para qualquer dos níveis de 
exposição. Neste último caso o decréscimo da actividade parece contribuir para um aumento 
da sobrevivência celular detectado em termos de proteína total, do sobrenadante e actividade 
ALP. 
A presença de NP-TiO2 conduziu a um aumento significativo do conteúdo intra-celular 
em MDA de células crescidas a 25, 28 e 40 ºC, sendo no segundo caso apenas significativa 
para o nível de exposição de 0,1 µg/mL, enquanto que o nível de ROS em BY4741 aumentou 
significativamente entre 25 e 30 ºC, com queda acentuada em células crescidas a 40 ºC. A 
presença de NP-TiO2 aumentou significativamente a quantidade de ROS em células crescidas 
a 25, 28, 30 e 40 ºC para qualquer nível de exposição, excepto a 28 ºC onde nas células 
crescidas na presença de NP-TiO2 (0,1 µg/mL) não se observaram diferenças significativas do 
seu controlo.  
O conteúdo total em proteínas de células BY4741 sujeitas a choque térmico 28/40 ºC, 
não foi afectado em qualquer das situações em estudo, resposta distinta da que foi observada 
com S.cerevisiae UE-ME3. Porém, o choque térmico 28/40 ºC associado a qualquer dos níveis 
de exposição a NP-TiO2 causou um decréscimo significativo do conteúdo proteico do 
sobrenadante pós-12000 g. O aumento significativo do conteúdo proteico do sedimento pós-
12000 g em células crescidas em choque térmico e expostas a NP-TiO2 (1 µg/mL) foi comum 
ao detectado em S.cerevisiae UE-ME3, nas mesmas condições de cultura e sugerindo 
igualmente síntese de novo de proteínas. No entanto, a presença de NP-TiO2 (1 g/mL) no 
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meio de cultura contribuiu para aumentar significativamente o peso seco de células crescidas 
em choque térmico 28/40 ºC, não indiciando morte celular como em S. cerevisiae UE-ME3, 
provavelmente porque a temperatura óptima de crescimento da estirpe BY4741 será entre 25 e 
28 ºC e mostra melhor adaptabilidade à temperatura a 40 ºC.  
 Células BY4741 expostas ao choque térmico 28/40 ºC e NP-TiO2 (1 g/mL) 
revelaram um decréscimo com significado estatístico do conteúdo em tióis não-proteicos e da 
actividade ALP, resposta às nanopartículas associada ao choque térmico durante 200 min, 
comum ao que foi observado na estirpe UE-ME3 e que sugere diminuição da capacidade 
proliferativa.  
 Células expostas ao choque térmico 28/40 ºC e NP-TiO2 revelaram um decréscimo 
com significado estatístico da razão GSH/GSSG, um indiciador de stress oxidativo. 
Apesar da capacidade antioxidante, medida pelo DPPH, diminuir na presença de NP-
TiO2 em células BY4741 sujeitas a choque térmico 28/40 ºC, a sua ordem de grandeza 
permaneceu superior a qualquer dos controlos das temperaturas testadas, pelo que esta estirpe 
parece exibir melhor capacidade adaptativa à presença de NP-TiO2 em condições de choque 
térmico do que a que foi detectada na estirpe UE-ME3. 
Células BY4741 em choque térmico apresentaram ainda valores de actividade G6PD e 
GPx próximos do óptimo, mas diminuíram na presença de NP-TiO2 (1 µg/mL), resposta que 
pode ter condicionado a reposição de GSH via GR, uma vez que, se observou um aumento 
linear da actividade GR com o nível de exposição a NP-TiO2. Esta resposta ao choque térmico 
por BY4741 é distinto daquele que foi detectado na estirpe UE-ME3 e pode também explicar 
a melhor adaptação ao choque térmico 28/40 ºC exibido pela S.cerevisiae BY4741. 
O choque térmico levou a que na estirpe BY4741 os valores de CAT A ficassem 
próximos dos que foram determinados a 30 ºC, mas com queda significativa desta actividade 
enzimática em leveduras crescidas na presença de NP-TiO2 (1µg/mL), perfil de resposta 
idêntico ao que foi observado na estirpe UE-ME3 e que traduz perda de capacidade 
antioxidante, eventualmente responsável por morte celular.  
 O choque térmico acoplado à presença de NP-TiO2 (1 µg/mL) em BY4741, despoletou 
um aumento significativo da LOX, resposta que aparentemente não explica os baixos 
conteúdos de MDA detectados em choque térmico. A formação de outros aldeídos, produtos 
da peroxidação lipídica e não detectados pelo método utilizado neste estudo, que quantifica 
apenas o malonodialdeído, deverá ser confirmada em estudos posteriores.  
S. cerevisiae BY4741 em choque térmico 28/40 ºC apresentaram nível de ROS 
significativamente menor do que foi detectado em células crescidas a 25, 28 e 30 ºC, mas 
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próximos dos valores obtidos a 40 ºC, situação em que não ocorreu resposta com significado 
estatístico à presença de nanoparticulas. Ainda que os níveis baixos de ROS detectados a 40 
ºC e em choque térmico, bem como, de MDA em choque térmico possam ser justificados pelo 
acréscimo significativo de CAT T, o baixo nivel desta actividade não justifica por si só esta 
protecção como foi inferido para S. cerevisiae UE-ME3. Provavelmente a capacidade para 
capturar radicais livres medida pelo DPPH poderá ter dado uma contribuição complementar 
relevante. 
A exposição a NP-TiO2 (1µg/mL) e o choque térmico 28/40 ºC durante 200 min 
diminuem a capacidade proliferativa das células, uma resposta comum às duas estirpes de S. 
cerevisiae estudadas, embora mais evidente na estirpe UE-ME3. A resposta a este tipo de 
estratégia a outros eucariotas envolverá a aferição do choque térmico aplicável a cada tipo de 
células, que maximize o decréscimo da proliferação celular. O choque térmico deve ser 
delineado partindo da temperatura óptima de crescimento, máxima proliferação, e elevando a 
temperatura para um valor ao qual as células apresentam um mínimo de sobrevivência, 
condição melhor ajustada em S. cerevisiae UE-ME3 com óptimo de crescimento a 28 ºC e 
baixa sobrevivência a 40 ºC, enquanto que a estirpe BY4741, manifesta um óptimo de 
crescimento entre 25 e 28 ºC e nível de sobrevivência mais elevado a 40 ºC. 
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y = 1,5154x + 1,1017 










Figura A1- Representação gráfica da curva de calibração para quantificação de proteínas, pelo método 








 Figura A2- Representação gráfica da curva de calibração para quantificação de GSH, construída a 
partir da leitura da potência de fluorescência de solução padrão (0-100 μM). 
 
Figura A3- Representação gráfica da curva de calibração para quantificação de GSSG, construída a 
partir da leitura da potência de fluorescência de solução padrão (0-80 M). 
 
y = 0,0024218x + 0,0195789 











y = 1,1318x 
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y = 9,0614x 












Figura A4- Representação gráfica da curva de calibração para quantificação de DPPH, construída a 







Figura A5- Representação gráfica da curva de calibração para quantificação de MDA, construída a 
partir da leitura da potência de fluorescência (0-100 μM) 
 
Figura A6- Representação gráfica da curva de calibração para quantificação de ROS, construída a 
partir da leitura por absorção molecular de solução padrão (0-400 mM). 
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y = -0,000299x - 0,003953 










y = -0,001184x + 0,000389 











y = 0,002358x - 0,010068 












Figura A7– Representação gráfica da curva de reacção ALP no sobrenadante da fracção pós-12000 g 




Figura A8– Representação gráfica da curva de reacção G6PD  no sobrenadante da fracção pós-12000 









Figura A9– Representação gráfica da curva de reacção GR no sobrenadante da fracção pós-12000 g 
de S. cerevisiae UE-ME3 e BY4741, respectivamente, na presença de NP-TiO2 (1 
μg/mL).  
y = 0,001546x - 0,014716 









y = 0,001787x - 0,004209 









y = 0,001427x - 0,008939 
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y = -0,0008x + 0,0026 












Figura A10– Representação gráfica da curva de reacção GPx no sobrenadante da fracção pós-12000 g 
de S. cerevisiae UE-ME3 e BY4741, respectivamente, na presença de NP-TiO2 (1μg/mL).  
 
Figura A11– Representação gráfica da curva de reacção CAT T  no sobrenadante da fracção pós-





Figura A12– Representação gráfica da curva de reacção LOX no sobrenadante da fracção pós-12000 
g de S. cerevisiae UE-ME3 e BY4741, respectivamente, na presença de NP-TiO2 (1 
μg/mL). 
  
y = -0,0014x + 0,0041 









y = 0,000139x + 0,000993 









y = 0,000240x + 0,003105 
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Quadro A1 – Resultados da análise de variância (modelo “ANOVA I”) sobre células de S. cerevisiae 
UE-ME3, crescidas em meio YEPD, a diferentes temperaturas na ausência e na presença 
de NP-TiO2 (0,1 e 1 µg/mL). 
conc. ou activ. 
enzimática 





variância  F Sig. 
prot.total 
entre grupos 





































peso seco  
entre grupos 
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CAT T  
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entre grupos 





































 MDA  
entre grupos 
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Quadro A2 – Resultados da análise de variância (modelo “ANOVA I”) sobre células de S. cerevisiae 
BY4741, crescidas em meio YEPD, a diferentes temperaturas na ausência e na presença 
de NP-TiO2 (0,1 e 1 µg/mL). 
conc. ou activ. 
enzimática 





variância  F Sig. 
prot.sobre  
entre grupos 
























peso seco   
entre grupos 
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CAT A  
Inter-grupos 
Intra-grupos 
Total 
6,530 
,552 
7,082 
14 
60 
74 
,466 
,009 
50,683 ,000 
LOX  
Inter-grupos 
Intra-grupos 
Total 
28,021 
8,535 
36,556 
14 
60 
74 
2,002 
,142 
14,071 ,000 
ROS  
Inter-grupos 
Intra-grupos 
Total 
1639,121 
51,210 
1690,332 
14 
60 
74 
117,080 
,854 
137,175 ,000 
MDA  
Inter-grupos 
Intra-grupos 
Total 
1155,153 
17,142 
1172,295 
14 
60 
74 
82,511 
,286 
288,803 ,000 
 
